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Resumo
Os problemasambientaisassociadosà industriatêxtilderivam,sobretudo,do usode
corantesorgânicos.Um grandenumerodestescompostos ão recalcitrantese
apresentamcaractercarcinogénicoe mutagénico.A descoloraçãodecorantestêxteis
pode ser levadaa cabo por enzimasque são na naturezaproduzidaspor
microorganismos.A enzimasoxidativas,nomeadamenteas lacasesprovenientesde
fungosdedegradaçãobranca,temvindoa despertarparticularatençãomasosestudos
documentadosdizemnormalmenterespeitoaextractosbrutosdefungosenãoenzimas
puras.Assim,atendendoà diversidadedeenzimasproduzidase à especificidadestes
processos,a investigaçãoneste domíniotem-seconfrontadocom numerosas
dificuldades,nomeadamenteo esclarecimentodasreacçõesenvolvidase nadefinição
dosfactoresqueasinfluenciam.
Nestadissertação,estudou-sea acçãodalacasenadescoloraçãodecorantestêxteis.
Usou-se,paraisso,umapreparaçãocomercial,o DeniLiteTM,usadonaindustriatêxtil
no acabamentodeprodutostingidoscomíndigo,contendoparaalémdalacase,um
mediador(ácidofenotiazina-lO-propiónico)e um surfactantenãoiónico(deorigem
indeterminada).Foi aindaavaliadacomparativamentea acçãodalacaseisoladadesta
preparaçãoporumprocessofiltraçãoporgel.A enzimaisolada indaqueapresentando
umamenorestabilidadetérmica,comportou-sed maneirasemelhantenoqueserefere
aosperfisdepHetemperatura.
Os corantesantraquinónicosrepresentamumaimportanteclassede corantestêxteis.
Atendendoàssuascaracterísticasquími.cassãodificeisdebiodegradar.Escolheu-seo
coranteRemazolBrilliantBlueR, pararepresentarestegrupodecompostosnosestudos
dedegradaçãoc mlacase.A formulaçãocomercialdescolorouo corantemcontraste
coma lacaseisoladaquenãorevelouqualqueracçãonaremoçãodecor.Essefacto
determinouanecessidade analisaro efeitodomediadore dodetergentenãoiónico
incluído na preparaçãocomercialneste processo.Para isso, estudou-se
comparativamenteo feitodetrêssurfactantesnãoiónicos,TritonX-IOO,Brij 35 e
Tween20,emconcentraçõesabaixodasrespectivasconcentraçõesmícelarescríticas.
Os resultadosobtidoscomprovama nãoinfluênciadestescompostosnadescoloração
enzimáticadocorante.
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Resumo
A adiçãodomediadorfoi determinanteparaquea descoloraçãod coranteocorresse.
Dos mediadoresestudados,promazina,ácidoVÍolúricoe N-hidroxibenzotriazole,o
segundofoi o queseapresentoumaiseficaz,permitindoa descoloraçãoc mpletado
RemazolBrilliantBlueR aocomprimentodeondadeabsorçãomáximaemapenas20
minutos,cercadeduasvezesmaisrápidoquecomo dobrodaconcentraçãodeN-
hidroxibenzotriazoleem iguaiscondiçõesexperimentais.A promazina,apesarda
semelhançaquímicacomo ácidofenotiazina-IO-propiónico,nã mediouo processode
descoloraçãod corante.
Estudou-seo efeitodaestruturaquímicadecorantesazonadescoloraçãoc malacase.
Paraissosintetizaram-sesetenovoscorantesdisazo,todoselescomumgrupohidroxilo
naposiçãoparaemrelaçãoàligaçãoazo,variandossubstituíntesnoanelfenólico.
Destescompostos,óosqueeramsolúveisemágua,ouseja,osquecontinhamgrupos
sulfónicosnamolécula,é quesãosubstratosdalacase.De entreoscorantesoluveis,
aquelesqueincluíamgruposdadoresdeelectrõesno anelfenólico,do tipometoxilo,
eramdescoloradospelalacasenquantoquenocorantecomsubstituíntecarboxílicofoi
necessáriaapresençadoácidoVÍolúricoparaqueadescoloraçãoocorresse.
O N-hidroxibenzotriazolenãoapresentouqualquerefeitonacatálisenquantoácido
VÍolúricoacelerouasreacçõesdedescoloraçãodestescorantes.
Osresultadosdesteestudolevou-nosa proporummecanismodebiotransformaçãode
corantesdisazocomaformaçãodeumcorantemonoazoebenzoquinona.
A consciênciadanecessidadeexploraro efeitosinergéticodeváriasenzimasparase
obteramineralizaçãodecorantesououtroscompostosresultantesdadegradaçãodestes,
escolheram-seduasoxidases,aglucose-I-oxidaseeaglucose-2-oxidaseeanalisou-seo
seuefeitonacatálisedediferentescompostosquinónicos.
Foi interessantenotarqueasduasoxidasesforamcapazesdereduzirasquinonasainda
quea glucose-2-oxidase, tipicamenteencontradanosfungosdedegradaçãobranca,
tenhasidomaisefj.caz.Os resultadosforamdiscutidosno contextoda degradação
oxido-redutoradecorantescomplexospoliaromáticos.
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o conjuntoderesultadossugerequeanaturezarobustadalacase asuadisponibilidade
podemtomarpossíveisaplicaçõesem escalaalargadana descoloraçãode águas
residuaistêxteis.
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Abstract
Thedeleteriousenvironmentalimpactof thetextileindustryis largelydueto theuseof
organicdyes.Thevastmajorityof thesedyesarerecalcitrantandhavethepotentialto
formcarcinogenicandmutageniccompounds.Thedecolorizationf textiledyescanbe
catalysedby enzymesproduced!Tommicroorganisms.Oxidativeenzymes,namely
laccases!Tomwhite-rotfungihavebeenthesubjectofmuchworkbutthemainthrustof
thisworkhasbeendoneusingcrudefungalextracts,andmuchlesshasbeendoneusing
purifiedlaccases.Therefore,takinginto considerationthe diversityof enzymes
producedandthespecificityof suchprocesses,researchinthisareahashadtodealwith
numerousvariablesthatincludeunderstandingthereactionsinvolvedandthefactors
thatinfluencethesereactions.
In thisdissertation,the effectof laccaseon thedecolorizationof textiledyeswas
studied.To thiseffect,a commercialformulationcalledDeniLiteTMusedin thetextile
industryfinishingprocessforindigo-stainedcloths,whichcontainedlaccase,amediator
and a non-ionicsurfactant,wereemployed.Gel filtrationchromatographyof the
preparationmadeit possibleto studytheeffectof thelaccasealone.The purified
laccaseshowedslightlylowerthermalstabilitythanthecommerciallaccasepr paration.
ThepHandtemperatureprofilesofthetwopreparationsweresimilar.
Anthraquinonedyesrepresentan importantclassof textiledyes.However,their
chemicalpropertiesmakethemdifficultto degrade.RemazolBrilliantBlueR was
selectedas a representativeof thisdass of dyesin studieson biodegradationwith
laccase.Thecommerciallaccaseformulationdecolorizedthisdyewhereasits laccase
alonedidnotdosooThispromptedtheneedtostudytheeffectofmediatorsandofnon-
ionicdetergentshatwerepresentin thecommercialformulation.Theeffectof three
non-ionicsurfactants,Trition X-tOO, Brij 35 and Tween20 were studiedat
concentrationsbelowtheircriticalmicelleconcentrations.The resultsindicatedthat
thesedidnotpIararoleinthedecolorizationprocessoOntheotherhand,theadditionof
mediatorwasfoundto be criticalfor decolorizationto occur.Amongthepotential
mediatorstudied,namely,promazine,violuricacidandN-hydroxybenzotriazole,th
secondwasfoundtobethemosteffective.Usingvioluricacid,completedecolorization
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wasobtainedafterabout20 min.determinedat theabsorptionmaximaof thedye.
Promazine,althoughchemicallysimilarto phenothazine-lO-propionicac dpresentin
thecommercialformulation,wasnotasuitablemediatorforthedecolorizationprocesso
The relationshipbetweenthe chemicalstructuresof severaldisazodyesandtheir
biodegradabilitybylaccasewasstudied.To performthisstudy,sevenoveldisazodyes
weresynthesized.Eachhadahydroxylgroupintheparapositioninrelationtotheazo
bond,whereasothersubstituentsonthephenolicringvaried.Amongthesecompounds,
onlythefOUfwatersolublecompounds,whichhada sulfonicgroup,weresuitable
substratesfor laccase.Thosewhichhadelectrondonating roupsin thephenolic
moiety,suchasmethoxygroups,werereadilydecolorizedbylaccase.Thedyewitha
carboxylicsubstituentrequiredthepresenceof themediatorvioluricacidin arderfor
decolorizationtoOCCuf.
N-hydroxybenzotriazoledid not affectthe laccase-catalyzedreaction,whereasin
generalvioluricacidincreasedthevelocityofthelaccase-mediatedd colorizationfthe
dyes.
Theneedto studythesynergisticeffectof variousenzymesin arderto obtaindye
mineralizationledto thestudyof twooxidases,namely,glucosel-oxidaseandglucose
2-oxidase.A studywas carriedout usingmodelquinonesof differentchemical
composition.Interestingly,bothof theoxidaseswereableto reducethequinones,
althoughglucose2-oxidase,typicallyfoundin white-rotfungi,wasmoreeffective.
Theseresultsarediscussedwithinthecontextof theoxido-reductived gradationof
complexpolyaromaticdyes.
Takentogether,theresultsuggestthattherobustnatureof thelaccaseanditsready
availabilitymightmakeit suitablefor largerscaleapplicationsin thedecolorizationof
industrialtextilewastewater.
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Introdução
Introdução-
1. Introdução
o controlodapoluiçãodaáguaépresentementeumadasáreasmaisinvestigadase a
remoçãodecor,emparticular,temvindoaserobjectodeatençãocrescente.
Nas últimasdécadas,a descoloraçãopor métodosfisico-químicostemvindoa ser
desenvolvida,masa suaadopçãoporpartedaindústriatêxtiltemsidodiminutaquando
comparadacomo esforçode investigaçãofeito.Razõesde custoelevado,baixa
eficiênciaenãoaplicabilidadeàimensavariedadedecorantesãoresponsáveisporeste
facto.
Os sistemasbiológicosãocapazesdereduzira carênciabioquímicadeoxigéniomas
parecemglobalmenteincapazesde removera cor. Todavia,têmvindoa fazer-se
progressoscomo isolamentodecertosfungosecomautilizaçãodeculturasmistasde
bactériascapazesdecresceremmeiosondeusamcorantescomofontesdecarbono.A
utilizaçãode microrganismostermofilicosou termotolerantestambémperspectiva
avançosnestaáreadeaplicação(Banatetal.,1996).
O mecanismode remoçãode cor pelosmicrorganismosenvolveprocessoscom
enzima&.Do melhoresclarecimentodessesprocessosdependea possibilidadedouso
práticodessastécnicas.
Ostratamentosenzimáticosencontram-seemaceleradoesforçodeinvestigação,tendo
vindoa serpropostospormuitosinvestigadorescomoalternativaa algunsprocessos
convencionaisdetratamentodeefluentes.Issodeve-seavantagensqueapresentam,tais
como selectividade eficiência(mesmoem concentraçõesbaixas) e ao
desenvolvimentoa nívelde produçãode enzimas,traduzidona suadisponibilidade
comercialmaisbaixopreço(revistoemKaram& Nicell,1997).
A utilizaçãode mediadoresconjuntamentecom enzimasveio ampliara gamade
substractosemqueactuam,potenciando,destaforma,a importânciadecatalizadores
comoalacase,emprocessosdegradativos.
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1.1. Objectivosdopresentetrabalho
o objectivogeraldatesefoi estudaro efeitodesistemasenzimáticosnadescoloração
de corantestêxteisou compostosque com eles se relacionassem,fossemeles
percursoresouresultantesdadegradaçãodecorantes.
A escolhadalacasecomoumadasenzimasaestudarteveavercomaspotencialidades
apresentadasporestaenzimanaoxidaçãodeumvastoconjuntodecompostosorgânicos
e inorgânicos.Apesardeestaramplamentedistribuídananaturezae tervindoa ser
estudadadesdeosanos70emdiferentesaspectosdeaplicabilidade,o queatesta sua
versatilidade utilização,mantémumacerta"descrição"emtermosdeutilizaçãoem
processosdebiodegradaçãodecorantes.Longedoprotagonismodasperoxidases,como
comprovao factodaprimeiralacasecomercialtersidolançadapenas100anosapósa
sua descoberta,apresentauma acçãooxidantecomplexae muitasvezespouco
esclarecida.A descobertadachamadatecnologiamediadoranosanos90(Bourbonnais
& Paice,1990)veiopermitirampliaro espectrodesubstratosemqueestaenzimactua
etomarasuautilizaçãopráticamaispromissora.
,Assim,a aplicaçãoda lacasena descoloraçãode corantesapresentou-secomouma
tarefa liciante,comadosenecessáriadeimprevisibilidadequeestimulainvestigação.
Um dosobjectivosdainvestigaçãodescritanestetrabalhofoi estudarascondiçõesde
reacçãoqueinfluenciavama actividadedalacase ,poderassim,definirosparâmetros
experimentaisquepermitissemdescoraros corantesemmaiorextensãono menor
intervalodetempo.Comestepropósito,usou-seumaformulaçãocompostaporlacase,
ummediadoreumsurfactantenãoiónico(DeniLiteTM),disponívelcomercialmente.
Pretendeu-seanalisaro efeitodosdiferentescomponentesdesteprodutoenzimático.
Para isso,purificou-sea enzimae ensaiaram-seconjuntamentecomela diferentes
mediadoresredoxnadescoloraçãodeumcoranteantraquinónicotipo(RBBR).
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No sentidode avaliara relaçãoentrea descoloraçãopelalacasee a estruturado
composto,sintetizou-seum conjuntode corantesdiazomodelocomcaracterísticas
estruturaisbemdefinidas.Fez-sevariar,controladamente,a estruturaquímicados
corantesmantendo,no entanto,emcomumumgrupohidroxiloemposiçãopara em
relaçãoà ligaçãoazo,umacaracterísticaestruturalimportantedo pontodevistade
ligaçãoaocentroactivodalacase.
o estudodacooperaçãoentreenzimaséumaáreadeinteressecrescente,umavezque
só entendendoo efeitocombinadodosvárioscatalisadoressepodeatingirobjectivos
suficientementeabrangentesa níveldedegradaçãodecorantese outrosxenobióticos.
Mas,o estudodasinergiadeacçãodasváriasenzimaspressupõeo estudodasuaacção
isoladamenteemsubstratosinteressantesdopontodevistademecanismodegradativo.
Nesteâmbito,iniciou-seum estudocomoutrasenzimasquepudessem,de alguma
forma,estarrelacionadascom a descontaminaçãode compostosresultantesda
degradaçãodecorantestêxteisecujomecanismodeactuaçãopudesseinterligar-secom
o dalacase.Escolheu-se,parao efeito,aglucose-l-oxidase,umaoxidasecomercialde
Aspergillusnigere a glucose-2-oxidase,quefoi purificadade Trametesversicolore
analisou-secomparativamentea capacidader dutivadestasenzimasnumconjuntode
quinonas,deestruturaquímicaconhecidae diversaentresi.Definiram-setambémas
, condiçõesreacionaisnecessárias.
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2. Revisãobibliográfica
2.1. A cornosefluentestêxteis
A coréumdosfactoresdesucessocomercialdosprodutostêxteis.Cadavezmais,os
consumidoresxigemprodutoscomníveisaltosdequalidade.Por consequência,estes
produtosterãoqueapresentar,entreoutrascaracterísticas,ltasolidezàluzeàlavagem.
Istoimplica,paraalémdanecessáriaoptimizaçãodeprocessos,queoscorantesusados
terãoquesercadavezmaisrobustospararesistiremaosváriostratamentosequeserão
usadassubstânciasc davezmaisdificeisdedegradar.
A cor é o primeirosintomadecontaminaçãovisívelno efluente(Mishra,1993).A
remoçãodecordosefluentestêxteistoma-seassimumaprioridade,constituindoum
sériodesafioà indústriatêxtile a organismose empresasdedicadasaotratamentode
águasresiduais.
Os processosde tingimentoe estamparianuncalevamà completaexaustãodos
corantese a consequênciaé a descargado excedentenaságuasresiduais(Cooper,
1993).Nos efluentesestãogeralmentepresentescorantes,em concentraçõesque
normalmentevariamentre10e 50mgL-l.A CBOsétipicamente200-300mgL-l,parao
quemuitocontribuemosaditivosusadosnosprocessosdefabricoea CQOvariaentre
500-5000mgL-l.Apresentamteoresde sólidosuspensosdaordemde50-500mgL-le
valoresdepH entre4 e 12.A relaçãoCQO/CBOvariaentre2,5:1,0a 5,0:1,0o que
perspectivaproblemasdebiodegradabilidade(Laing,1991).
Há mais de 8000 produtosquímicosassociadosao processode tingimento,
referenciadosnoColourIndex("SocietyofDyersandColourists")ecercade 100000
corantesdisponíveisno mercado(Banatet al., 1996).A estaenormevariedadede
corantesintéticosaplicadano acabamentotêxtil,acresceaindaa imensadiversidade
deestruturasdecorrentedousodediferentesgruposcromóforos(azo,antraquinónicos,
triarilmetanoeftalocianinas,porexemplo).
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Estima-seque10-20% doscorantesusadosnaindústriatêxtil sãodescarregadospara
osefluentes.Naturalmentequeissodependedotipodecorante,tompretendidoe do
métododeaplicaçãousado(Heinflingetal.,1998).
A Tabela2-1apresentap racadaclassedecorante:
apercentagemdecorantenãofixadoàfibraqueserárejeitado,
aquantidader jeitadaporKg decoranteusadoapóstratamento
e o volumedeáguanecessárioparaatingiro valoradmissívelderejeiçãoem
funçãodaquantidadecoranteusada,
tendoemconsideraçãoalegislaçãoemvigor.
Tabela2-1- Concentraçãodecorantenãofixado,descarregadoevolumedeágua
requeridoemfunçãodaclassedecorante
A maiorcontribuiçãoemtermospercentuaisparaa descarganosefluentesdeve-seaos
tingimentosporesgotamentoc mcorantesreactivos.Emmédia,30%docoranteusado
quevaihidrolisar,nãoseligaquimicamenteà fibrae vaiserrejeitado(Beckmannet
al.,1991).
A produçãomundialdecorantesfoi de800000toneladasem1996(Heinflingetal.,
1998).Só paratingimentode fibrascelulósicas,prevê-sequeem2004o consumo
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Corantenão Descargapós Volumedeágua
Corantes fixado tratamentoa requeridab
(%) (gKg-I) (m3Kg-1corante)
Dispersos 5 10 7
Ácidos 5 5 3,5
Catiónicos 2 5 0,7
Reactivos 30 300 200
"gdecorantedeSCIIITegadoporKg decoranteusado
bcalculadoparaatingirnívelaceitávelnoefluente(AdaptadodeBeckmannetal.,1991)
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mundialsejade363000toneladascomomostraa Tabela2-2,querelaciona classe
como consumodecorantesparafibrascelulósicasemtoneladasparaosanosreferidos.
Tabela2-2- Consumodecorantesestimadoparatingimentodefibrascelulósicas
A maioriados corantesque constamno ColourIndexpertencemao grupodos
compostosazo. Há pelo menos3 000 corantesazo diferentesa ser usados
industrialmente(Chunget al., 1993).Estescorantesão seguidos,emtermosde
predominância,peloscorantesantraquinónicos,quedevidoàs suascaracterísticas
estruturais,podempermanecerlongosperíodosdetemponaságuasresiduaisemse
degradarem(Mishraetal.,1993;Banatetal.,1996).
Muitoseteminvestigadoacercadenovaspossibilidadesderemovera cor.À luz do
conhecimentoactual,acredita-sequeasoluçãoparaesteproblemanãoassentanumtipo
detratamentoporsi sómasnacombinaçãodeváriosprocessosqueconcorramparaa
remoçãototaldestesprodutos,levandoemconsideraçãoaspectoseconómicostão
importantescomo os consumosenergéticose custosambientais,para alémda
disponibilidadetecnologia.
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CorantesparaFibras Consumo(toneladas)
Celulósicas 1988 1991 2004a
Sulfurosos 90000 70000 70000
Directos 74000 60000 68000
Cuba 36000 21000 22000
Índigo 12000 12000 12000
Azoicos 28000 18000 13000
Reactivos 60000 109000 178000
Total 300000 290000 363000
a EstimadoSeg1ID.dodadosdoBusinessResearchservicesLtd. (Phillips, 1996).
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o respeitopeloambienteimplica,muitasvezes,umaautênticarevoluçãoindustrial,
commodificaçãode processos,alteraçãode procedimentos,privilégiode medidas
conducentesà reciclageme, naturalmente,à procurade novaspossibilidadesde
tratamentoparadegradaros poluentes.Os sistemasbiotecnológicospoderãoter um
contributoimportanteparaaresoluçãodesteproblema.
Em Portugal,nosúltimosanos,tem-seassistidoa umprocessodetransformaçãod
tecidoindustrial,commelhoriasignificativadetodoo aparelhoprodutivo.As empresas
tomaramconsciênciadosseuspontosfortesefracosedequeasuacompetitividade
passavaobrigatoriamentepor umagestãointegrada,dinamizandos factoresde
competitividadeemtodasasáreasfuncionais,nomeadamentea áreaambiental.
A legislaçãoportuguesaaplicávelàságuasresiduaisno sectortêxtilemPortugalé a
PortariaSectorialn.o432/97de25deJunho,queestabeleceosvaloreslimitedeemissão
(Tabela2-3)eo decreto-lein.o236/98,de1deAgosto.
Tabela2-3- Normasdedescargadaságuasresiduaisparao sectordostêxteis,
excluindosubsectordoslanificios.
Parâmetro Expressãoderesultados Valormáximoadmissível
pH
CB05
CQO
EscalaSorensen
mgL-IO2
mgL-IO2
5,5-9,0
100
250
Cor Nãovisívelnadiluiçãode1:40
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2.1.1.Remoçãodecor
Umaboasoluçãopararesolvero problemadaságuasresiduaistêxteistemque,em
teoria,pressuporrecic1aro máximopossível,trataro menospossíveledamaneiramais
eficazpossível.Istoimplicaa adopçãodosprocessosprodutivosmenospoluentese de
processosdetratamentodisponíveisecologicamentemaiseficazes.
Emprincípio,a descoloraçãoc nsegue-seusandoumouváriosdosseguintessistemas
combinados:
adsorção,
filtração,
precipitação,
degradaçãoquímica,
fotodegradação,
biodegradação.
Na Figura2-1 é apresentadoum sistemadetratamentoe águasresiduaisondese
exemplificaacombinaçãodestesprocessos.
~
tBomblS Eqlllllzaçlo
Neutrdliza21°-..
ResidIli
Cal[JJlaçlo IIPredpita21°t
ligestioAeróbil Filtra21°
Figura2-1- Sistemadetratamentodeáguasresiduais
(DiogoetaI.1996)
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TefITey-Goatley(citadoem Correiaet al., 1994)propuseramumaclassificaçãode
corantesagrupando-ossegundoas suascaracterísticasde solubilidade cargada
moléculaemsolução,relacionandoessesgruposcomosprocessosderemoçãodacor
normalmenteutilizadosparaosefluentesdaindústriatêxtil(Tabela2-4).
Tabela2-4- Classificaçãodecorantesconsiderandotipodecorante,carga/solubilidade
eprocessoaaplicar
(Com:iaetal.,1994)
Os processosquímicosou fisico-químicossãonormalmentecaros,produzemresíduos
queterãoqueser submetidosa tratamentoposteriore, muitasvezes,sãopouco
eficientese deaplicaçãolimitada.Ledakowiczet alo(1999),estudaramumprocesso
integradodetratamentode águasresiduaistêxteise analisarama influênciado pré-
tratamentofisico-químico,nomeadamentea oxidaçãocom0/UVIH2O2..,notratamento
biológicosubsequente,ndoconcluídoqueestepré-tratamentop diaserinibidordo
crescimentoedesempenhod smicrorganismos.
A capacidadedo ozonoparadestruircorantesfoi demonstradanos estudosde
Perkowskie colaboradores(1996),masnãoseconseguemapreciáveisreduçõesda
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ClassificaçãoCorante Carga/solubilidadeProcesso
GrupoI Disperso Carganegativa Coagulação
Azoico Coloidal Membrana
Cuba Oxidação
Sulfuroso
,
GrupoA Acido Aniónico
Reactivo Solúvel
Directo
A mordente Adsorção
Complexometálico Trocaiónica
GrupoC Básico Catiónico Membrana
Solúvel Oxidação
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CQO e carbonoorgânicototal.Mesmousandodosesaltasde ozono,nãoháuma
completamineralizaçãodamatériaorgânica(Ledakowiczetal.,1999).
A adsorçãocomcarvãoactivadotemsidoexaustivamenteestudadacomoprocessode
remoçãodecorantesnotratamentodeáguasresiduais.A avaliaçãodestemétodoparaas
váriasclassesdecorantescomprovouqueaextensãodaadsorçãodependedaestrutura
moleculardo composto.Os corantescomgruposnitro,azoe hidroxilotêmadsorção
preferencialem deterimentodos que contémgrupossulfónicos.Este facto está
intimamenteligadocomascaracterísticasdesolubilidadedoscorantes,traduzindo-se
normalmenteo aumentoda solubilidadee polaridadedo compostonadiminuiçãoda
adsorção.Oscorantessolúveisemáguacomoosácidos,básicos,directos,metalizadose
reactivostêmdificuldadeemseradsorvidosdevido,sobretudo,àsuanaturezapolarem
oposiçãoà naturezapoIardo carvão.No entanto,os corantesdispersos,decubae
pigmentostêm tão baixasolubilidadeque a sua adsorçãoé demasiadolentaà
temperaturaambiente.
A escolhadotipoedosagemdecarvãoeocontrolodefactorescomoatemperatura,pH
etempodecontactosãodeterminantesnaeficáciadestesprocessos(Reifeetal.,1996e
referênciasneleincluídas).
Sendoo elevadocustodoadsorventeumadasprincipaisdesvantagensdaadsorçãocom
carvãoactivado,têmsidoinvestigadosmuitosmateriais,orgânicose inorgânicos,como
alternativamaiseconómica.Entremuitos,azeolite,bentonite,materiaistêxteiscomoa
lã carbonizada,metasilicatodecálcioe lamasactivadas,constituemalgunsexemplos.
Estasúltimasapresentampropriedadesdeadsorçãocaracterísticasequivalentesà ao
carvãoactivado.
Mas,dopontodevistaambiental,a maiordesvantagemdesteprocessodetratamento
residenofactodoscorantesadsorvidosnãoseremmineralizados,havendonarealidade
umatransferênciadepoluentesdeumafaselíquidaparaoutrasólida,queteráqueser
posteriormentetratada(Kapdanetal.,1999).
Assim,o processodeadsorçãonãoé eficientenemeconomicamentea raentequando
aplicadosozinhomaspodesermuitoútil se combinadocomreduçãoquímicaou
processosdebiodegradação.
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Os processoscommembranas,UF, NF e RO, apresentam-secomosoluçõeseficazes
paraalgunscasosde remoçãode cor,mastêmdesvantagensconsideráveisno que
respeitao investimento,custodeprocessoe tempodevidadasmembranas.Deles
resultaumatracção,o concentrado,queemsi mesmaconstituiumproblema.Estes
processospodemserdegrandevalorseforemencaradoscomopartedeumconjuntode
processosconcorrentesparaa resoluçãodo problema(Cooper,1993;Mishraet al.,
1993;Woerneretal.,1993).
O tratamentobiológicoincluihabitualmenteprocessosaeróbiosque,emrelaçãoà
remoçãodecor,sãoineficazesparaumagrandevariedadedecorantes.Estesprocessos
carecemdesermelhoradospararesolveremoproblemadoscorantesreactivoseácidos.
Oscorantesazonãosedegradamporviaaeróbia.É possíveldegradarestescompostos
por via anaeróbiamasdesseprocessoresultamprodutos,aindaquesemcor,mais
tóxicosqueos compostosdepartida.Por reduçãodaligaçãoazodo corantesurgem
aminasaromáticastóxicas(Chungetal.,1993;Wongetal.,1999).Destaforma,emvez
deresolver,apenaseconseguetransferiro problema.No entanto,a altemânciade
tratamentoaeróbio-anaeróbiopermiteobterbonsresultadosem algumasituações
(Willmottetal.,1998).
Os processosbiológicoscontinuama serobjectodeinteresse,sobretudodevidoà sua
relaçãoeficiência/preçoeaofactodeserem"amigosdoambiente".
Emresumo,nãohánestemomentoumprocessoadequadoparaa remoçãodecordas
águasresiduaistêxteis(Chenetal,1999).
2.2. Enzimasna indústriatêxtil
A biotecnologiapodeoferecermelhoresformas,processosmaisrápidos,maisbaratose
eficientesdeproduçãoindustrial.Estudosfeitosem260pequenase médiasempresas
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têxteisde4 regiõeseuropeias,enquadradosnoprojectoeuropeuBEMET 11(Walkeret
al.,1996),demonstraramqueaspossibilidadesdeaplicaçãodabiotecnologiaàtêxtilsão
várias,nomeadamente:
-naproduçãoealteraçãodepropriedadesdefibrastêxteis,
-nomelhoramentodefibrasanimais,
-naproduçãodenovasfibrasbiopoliméricas,
-emalternativaaousodedeterminadosquímicos(substituiçãop rprocessos
enzimáticos),
-emprocessosdeacabamentotêxtil,
- comonovasferramentasdediagnósticodedefeitose decontrolodequalidadede
produtos,
-nagestãoderesíduos.
Mas, apesarde apresentarvantagensem determinadosa pectos,a biotecnologia
continua,sobretudo,ligadaà investigação,sendoa suaadopçãopelasindústrias
europeiastradicionaismuitolenta.
No enquadramentodo projectoBEMET foi avaliado tempodeimpactodealguns
processostêxteisemqueintervêmenzimas(Tabela2-5):
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Tabela2-5- Intervalodetempoparao impactocomercialdeaplicações
biotecnológicasnaindústriatêxtil
ProcessoscomEnzimas Tempo(anos)
ProcessosTêxteis
Carbonização
Desencolagem
Lavagemebranqueamento
Acabamento
2-5
estabelecido
>10
0-2
MatériasPrimasNovaseModificadasI Modificação
nosOrganismosProdutores
Algodão
Lã
Linho,juta,etc.
Seda
2-5
2-5
2-5
>5
Novasfibras
Biopolímeros 2-5
CoranteseIntermediários
Índigobacterianoeprodutosrelacionados
Pigmentosfúngicos
>10
>10
IdentificaçãoeAnálisedefibras
ProvasdeDNA paraanálisedeespécies
Marcadores
0-2
0-2
ProtecçãodoAmbiente
Remoçãodecor
Remoçãodemetais
0-2
2-5
NovosUsosdostêxteisembiotecnologia
Biosensores
Suportesparaimobilizaçãodeenzimas
De:BMB StatusReportTextile(1996),(Walkereta!.,1996)
2-5
>5
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A utilizaçãode enzimasnosprocessostêxteistemvindoa crescer,sobretudonos
últimos10anos(NovoNordisk,1998;1999;Ettersetal.,1998).Em1992,o volumede
enzimasparaa têxtilatingiaos 11-12%dototaldevendasdeenzimasindustriais.O
maiorresponsávelpor estefactoé o usode celulasesno "bio-stoning"dos'jeans"
(pedersenetal.,1996a).
A maiorexpressãoda aplicaçãode enzimasnestesectorcontinuacentradana sua
utilizaçãoemprocessosdedesencolagemacabamento.
As celulasessãojá umaconstantenosprocessosdeacabamentotêxteis,comoagentes
modificadoresdesuperficie.Sãonormalmenteusadasmisturasdeextractosbrutoscom
váriasenzimas.Usam-secadavezmaisna lavagemdos"denim",conferindoum
aspectomaissuaveaoprodutoacabado(Tyndal,1992).
O efeitodascelulasesemfibrasartificiaiscomoo acetatoe a viscoseé diferente.
Permitediminuira tendênciadeformaçãodo"pilling"noLyocellmasnãopareceter
qualquerefeitonasfibrasdeacetato(Kumaret al., 1994).Estasenzimastêmainda
efeitobenéficono rendimentodo tingimento,umavezqueaumentama afinidadeda
fibraparaocorante,semprejuízodaspropriedadesdesolidezdoprodutofinal.
Nosúltimosanos,o bioacabamentotemvindoaterumaatençãoespecial.Cavaco-Paulo
e colaboradores(Cavaco-Pauloet al., 1998,1998a)caracterizarama actividadede
celulasesdeT. reiseie demonstrarama influênciadefactorescomoa forçaiónica,a
temperaturaeopHnoprocessodeacabamentod algodão.
A combinaçãodepectinasescelulasespermiteobteralgodõescommelhorcapacidade
deretençãodeágua(Hartzelletal.,1998).Os tratamentoscomcelulasese proteases
permitemremoverimpurezasemelhoraramolhabilidadeostecidos.
Asxilanasesepectinasessãousadasemprocessosdeamaciamento.
As proteasesemtratamentoscuidadosamentecontroladossãousadasnoacabamentoda
lã.Estasenzimas,têmaindasidopropostascomocomponentesdedetergentescomo
agentesbactericidas(Cumming,1998).
Naturalmentequetodosestesprocessosenzimáticosrequeremumaoptimizaçãodas
condiçõesdeoperaçãoporlimitaçãodosperfisdeactividadedasenzimas.
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As lipasespermitemremovergordurase outrasimpurezasquecontribuemparaa
hidrofobicidadedos artigosde poliéster.Um estudoefectuadocom seis lipases
comprovouquecincodelas,emcondiçõesdeaplicaçãoóptimas,aumentavamaisa
hidrofilidadedafibraqueos tratamentosalcalinosclássicos.O efeitoconseguia-seem
condiçõesmoderadasdetemperatura,embanhosnãotamponadoseempoucosminutos
(Hsiehetal.,1998).
As preparaçõescomerciaisparaa desencolagemdos"denim"e outrosartigosde
algodãocontémfrequentementealfa-amilasee lipase.É tambémusadanacomposição
dedetergentesjuntamentecomproteasesamílases.
A catalasepodeinterviremprocessosdelavagem,permitindoencurtaro processoe
consequentementepouparágua.A reduçãodapoluiçãoéacompanhadaeumaumento
daeficiênciaereprodutibilidadedetingimentossubsequentes(Achwal,1998).Defacto,
o excessodeperóxidodehidrogénioresidualdoprocessodebranqueamentopodeser
removidoporacçãodecatalases.
A imobilizaçãoda catalaseveio permitirdisporde sistemasmais económicos,
aumentandoa resistênciada enzimaa flutuaçõesde pH e temperatura,lémde a
protegeremdaacçãodesurfactantes(Schachtetal.,1998).
Mas,paraseterumanoçãodaimplementaçãodasenzimasnosprocessosamolhadona
indústriatêxtil,convémanalisara introduçãodasváriasenzimascomerciaispelaNovo
Nordisk:,omaiorprodutormundialdeenzimas:
Primeiroforamintroduzidasamilases,
1952- Thermozyme
1954-Aquazym
Sãoambaspreparaçõesnzimáticasu adasparaadesencolagemabaixatemperatura.
1973- Termamyl.Usadaparadesencolagemaaltatemperatura.
1981- Proteasespararemoçãodacoladaseda
1986-Cellusoft.Ascelulasesparaoprocessode"Bio-Polishing"
1987- Denimax.Ascelulasesparaaabrasãodobrim.
1991- Terminox.Ascatalasesqueintervêmnoprocesso"BleachCleanup".
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1996-DeniLiteTM. A lacaseparabranqueamentodo"brim"ouparaaumentar
abrasão.
Estaslacasesóaparecem100anosdepoisdasuadescoberta.
1997- DemiPrime.Umacombinaçãodelipasee amilaseparaa desencolagem.
Asenzimasmaisrecentesdisponíveisforamaspectinases.
1999- BioPrep.Pectinasesparalavagemdealgodão(NovoNordisk,1999).
1999- Denilite11,umaversãomelhoradadaprimeiraformulaçãode lacase,
surgenosEstadosUnidos.
2000- Denilite11,surgenaEuropa.
Há, assim,todaumavariedadedeenzimasdisponívelnomercadoparaserusadanos
processostêxteis.No entanto,emrelaçãoaotratamentodeefluentesresultantesdestes
processos,apenaspodemosfalaremtermosdeperspectivasfuturasdeaplicação.
2.3. Enzimasno tratamentodeefluentes
As enzimaslenhinolíticas,designaçãoquesedeveaofactodeintervirem,directaou
indirectamente,no processode degradaçãoda lenhina,têm sido exaustivamente
estudadasno domíniodo papel.Apresentam-secomoumconjuntode catalisadores
biológicoscapazesde intervirna degradaçãode umvastoconjuntode compostos,
assumindoimportânciacrescentenasmaisvariadasáreasdeaplicação,nomeadamente
notratamentodeefluentes(Eriksson,1990).
Muitoseteminvestigadoacercadacapacidadequeosfungosdepodridãobrancatêm
dedegradarumconjuntoamplodecompostospoluentestóxicosmuitoestáveis.Sabe-se
queestacapacidadestádirectamenter lacionadacomo factodestesorganismos
degradarema lenhina.Este polímerotridimensionalé muitocomplexoe a sua
estereoquímicatorna-omuitoresistenteaoataquenzimático.Alémdisso,nãopodeser
absorvidoe degradadoporenzimasintracelulares.E teconjuntodecondições,levoua
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queestesfungosdesenvolvessemmecanismosnãoespecíficosdedegradaçãoquelhes
permitemamineralizaçãodecompostospoluentes(Barr& Aust,1994).
A actividadedefenoloxidasesxtracelularesfoi descobertanadécadade30emfungos
dedegradaçãobranca.Deseguida,demonstrou-sequeasreacçõeseramcatalisadaspor
óxido-redutasesdotipodaslacaseseperoxidases.
A capacidade oxidarcompostosfenólicostemmesmosidoutilizadacomocritériode
identificaçãoparafungosdedegradaçãobranca(Eriksson,1990).
As enzimaslenhinolíticasfúngicasfazempartedosistemaenzimáticoextracelulare são
normalmenteproduzidascomoresposta baixasconcentraçõesdefontesdecarbono,
azotoe enxofre,referidascomocondiçõeslenhinolíticas(Tien& Kirk, 1983;Barr&
Aust,1994).
o primeiropassodadegradaçãodemuitoscompostospelosfungosenvolveaformação
deradicaislivres,muitoreactivos,quedesencadearãodepoisreacçõesemcadeia.Estaé
abasedanãoespecificidadestesprocessos.
Outrodadoimportantedestesprocessosrefere-seaofactodestesfungosfilamentosos
nemsempredegradarempoluentesparaobteremenergia(Barr& Aust,1994).
Do conjuntodeenzimasoxidativasquetêmsidoreferidascomodesempenhandoum
papelimportanteno tratamentode águasresiduais,salientam-seasperoxidasese as
polifenoloxidases.
2.3.1.Peroxidasesefenoloxidases
As peroxidasesão óxido-redutasesproduzidaspor uma grandevariedadede
microrganismoseplantas,catalisamumagrandevariedadedereacçõesmasrequerema
presençadeperóxidodehidrogénio.Inclui-senestegrupoa"horseradishperoxidase",
cloroperoxidase,lenhinaperoxidaseemanganêsperoxidase.
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As fenoloxidasestambémseincluemnasoxidoredutasesmascatalisamreacçõesde
oxidaçãodecompostosfenólicosnãonecessitandoeH202comoco-substrato.Neste
grupoincluem-seastirosinaseselacases;ambasrequeremoxigénioenãonecessitamde
co-factores(Jolivetetal.,1998;Chevalieretal.,1999).
2.3.1.1.HorseradishPeroxidase(HRP,EC 1.11.1.7)
A HRP é umadasenzimasmaisestudadas.Catalisaa oxidaçãodeváriossubstratos
ondese incluemcompostosaromáticosdo tipofenol,bifenol,anilinas,benzidinase
compostosheteroaromáticosrelacionados.Os compostosresultantessãopolimerizados
porvianãoenzimáticapodendoviraserremovidosporsedimentaçãoefiltração.Actua
num amplointervalode pH e temperatura.O seu mecanismode actuaçãoé
relativamenteb mconhecidoe matematicamentemodelado(Nicelletal.,1993,Nicell,
1994).
K1ibanovecolaboradores(1981)foramosprimeirosaproporoHRP pararemovermais
de30fenóise aminasaromáticasdiferentesdaágua,comeficiênciasderemoçãopara
algunspoluentes,uperioresa99%.O problemanesteprocessoprendia-secomotempo
devida,relativamentecurto,daenzima,quefoi atribuídoprimeiroà inactivaçãoda
peroxidasemasqueNakamotoe Machida(1992)vierama comprovardever-seà
adsorçãoda HRP pelo polímeroformadocomoprodutofinalda reacção.Estes
investigadoresmostraramquea quantidadedeenzimanecessáriapoderiasermuito
reduzidasejuntassegelatinaouPEG,queinibiaareacçãoentreo polímerofenólicoea
HRP.ResultadossemelhantesforamapresentadosporWuecolaboradores(1993,1997)
em relaçãoao PEG, tomandoesteprocessode remoçãode fenóismuitomais
competitivo.
Osestudosfeitosnosúltimos20anosnosentidodeoptimizara remoçãodefenóisde
soluçõesaquosascatalisadaporHRP sãoinúmeros,mostrandoo interessesuscitadopor
esteassunto(Klibanovetal.,1981;Ibrahimetal.,1997;Gagne& Blase,1997;Wieseet
al.,1998;Zhangetal.,1998).Houveainda,umesforçodeinvestigaçãonaimobilização
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destaenzima,nosentidodeaumentaro seutempoevidaútile,dessaforma,diminuiro
custodasuautilização(Ferreretal., 1991;Siddiquetal., 1993;Bodzeketal.,1994;
Peralta-Zamoraetal.1998;Horaketal.,1999).
A utilizaçãodestaenzimaimobilizadanadescoloraçãodeefluentesdaindústriatêxtile
dopapelfoiavaliadaporPeralta-Zamoraecolaboradores(1998a).Estesinvestigadores,
estudarama imobilizaçãodaHRP emsuportesdeváriostipos,nomeadamentesílica,
sílicamodificada,resinas(AmberliteIRA-400,AmberliteCG-400,AmberliteCG-120,
AmberliteIRA-904)e avaliarama eficiênciadaenzimaimobilizadanadescoloraçãode
efluentesimulados.No casodos efluentestêxteis,o factodos suportesexibirem
reactividadequímicae adsorveremasespéciescoradascomprometiaaaplicaçãodestes
sistemascomessafinalidade.
2.3.1.2.Cloroperoxidase(CPO,EC: 1.11.1.10)
Sabe-sequepodeoxidarcompostosfenólicos(pickardetal.,1991;Casellaetal.,1994;
Zhao& Luong,1996).Intervémemalgumasreacçõesdetransferênciaomoaoxidação
do etanola acetaldeído.As reacçõescatalisadaspor estaenzimapodemresultarna
formaçãodeumavariedadedeprodutos,algunsmaistóxicosqueos departida,que
obstamàsuautilizaçãoemprocessosdebio-remediação(Aitkenetal.,1994).
A estereoquímicad CPO sómuitorecentementefoi publicada(Sundaramoortryetal.,
1998)
2.3.1.3.LenhinaPeroxidase(LiP, EC 1.11.1.14)
Em 1983doisgruposdeinvestigação(Glenn& Gold, 1983e Tien& Kirk, 1983),
relatarama descobertade uma enzimaque degradaa lenhinaem culturasde
Phanerochaetechrysosporium.Estaenzima,queprimeirofoireferidacomolenhinase,é
umaglicoproteínaquecontémferroporfirinaIX (heme)comogrupoprostéticoerequer
peróxidodehidrogénioparaa suaactividadecatalítica.Estudosposterioresrevelaram
quea lenhinaperoxidase(LiP) dePhanerochaetechrysosporiumapresentamúltiplas
Aplicaçãodesistemasenzimáticosàdegradaçãodecorantestêxteis 21
Revisãobibliográfica
formascompontoisoeléctrico(pI) de3,2- 4,7emassamolecularde38000- 43000
u.m.a.
Têm sidoisoladasdiferentesLiP emnumerososfungos(Goldet al., 1993).A sua
estabilidadefoi estudadaporAitken& Irvine(1989)-quedemonstraramsera enzima
realmenteinactivadaapHbaixo.A estabilidadeera,contudo,melhoradapelasubidado
pH, aumentoda concentraçãoe incubaçãoem presençade álcoolveratrilico.Na
realidade,o álcoolveratrilicoé umcompostocomumpapelrelevantenacatáliseda
LiP: é umredutorpreferencialdaenzima,produzidopelofungodepodridãobranca
apóslenhinóliseaparentementeprotegeaenzimadainactivaçãoquandoempresença
deexcessodeperóxidodehidrogénio(Durán,1997).
Aitkenecolaboradores(1989)definiramasmelhorescondiçõespararemoçãodefenóis
comestaenzima:altaconcentraçãodeenzima,pH iguala 4 e adiçãocontroladade
HzOz.
A LiP empresençadoperóxidodehidrogénio,temcapacidadededegradarcompostos
fenólicose nãofenólicos.Degrada néisaromáticosalcoxiladosdo tipodalenhinae
tambémmodelosde lenhinaassimcomoc1orolenhinas(Durán,1997).Oxidaainda,
álcooisbenzílicos,quebracadeiasaromáticaslateraisCa-Cp,desmetilae provoca
rearranjosintramoleculares(Goldetal.,1993).
Foramfeitosvariadosestudosde imobilização(Comwellet al., 1999;Faweret al.,
1991;Ferreretal.,1991,Peralta-Zamoraetal.,1998)comresultadosmuitoanimadores
emtermosdepreservaçãodeestabilidadeaenzimamascomperdaclaradeactividade
emrelaçãoàenzimalivre.
2.3.1.4.ManganêsPeroxidase(MnP,EC 1.11.1.13)
A MnP estápresenteem Phanerochaetechrysosporiumjuntamentecom a LiP
Recentemente,msido objectode maisatençãoe têmaparecidováriosestudos
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relativosa estaenzima(Figueroa-Espinozaet al., 1999;Timofeevskiet al., 1999;
Collinsetal.,1999;Bancietal.,1999).
É tambémumaenzimaextracelular,demassamolecularentre45000- 47000u.m.a.e
possuíumgrupoprostéticoheme.Catalisaa oxidaçãode fenóismonoaromáticose
corantesaromáticos(Wariishietal., 1992;Aitkenetal., 1994;Ruttimann-Johnson&
Lamar,1996;Heiflingetal.,1998;Eharaetal.;1998,Hofrichteretal.,1999;Palmaet
al.,1998)masasuaactividadeoxidativadependedoperóxidodehidrogénio,deMn (TI)
edacomposiçãodesoluçõestampão(Aitken& Irvine,1989).É estabilizadaporuma-
acetoácido,comoo ácidoláctico.
O factodoprocessorequereraltasconcentraçõesdeMn (111)tomama suaaplicação
dificil(Aitkenetal.,1994).
MnP purificadadeLentinulaedodesfoi imobilizadademodocovalente(Grabskietal.,
1995,1996,1998).
2.3.1.5. Tirosinase(EC 1.14.18.1)
A tirosinaseé conhecidacomofenoloxidaseou catecolase catalisaduasreacções
consecutivas:ahidroxilaçãodemonofenóisaorto-bifenóiscomoxigéniomoleculare a
desidrogenaçãodeorto-bifenóisaorto-quinonas.As quinonasformadassãocompostos
instáveisquepolimerizamporvianãoenzimática,formandosubstânciasinsolúveisem
águaequepodemserremovidasporfiltração(KarameNicell,1997).
2.3.1.6.Lacases(EC 1.10.3.2)
As lacasespertencemao grupodasoxidasesquecomplexão cobree catalisama
oxidaçãodevárioscompostos,inorgânicose orgânicos,particularmentefenóis,coma
concomitantereduçãodooxigéniocomformaçãodeágua.
Visto que esta enzimaé objectodo presentetrabalho,será descritamais
pormenorizadamentequeasanteriormentem ncionadas.
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A lacasefoi descobertaem 1883por Yoshidaemplantas(RJmssp) massó foi
denominadalacasecercade10anosmaistarde,em1894depoisdeisoladaepurificada
porBertrand.As lacasesfiíngicastambémforamdescobertasduranteo séculoXIX por
Bertrand(1896)e Laborde(1896)(citadosemCaU& Mücke,1997),e têmsido
estudadasexaustivamented sdeos anos 70 nos seus diferentesaspectosde
aplicabilidade(Yaropolovet al., 1994;Marco& Bacelo,1996;Guerraet al., 1998;
Gonçalveset al., 1998;Bajpai,1999;Rodriguezet al., 1999;Carvalhoet al.,1999),
expressãogenética(Yaveret al.,1999;Karahanianet al.; 1998,Jõnssonet alo1995;
1998;Mansuretal.;1997,Ongetal.,1997),transcriçãogenética(CoUins& Dowson,
1997),clonagem(CoUetal., 1993;1993a;Giardinaetal., 1996;Yaveret aI.,1996;
D'Souzaetal.,1996;Hatamotoetal.,1999)egenéticamolecular(CuUen,1997).
Dabibliografiaconsultadasalientam-seThurston,1994, Yaropolovetal.,1994e Xu,
1999,comoostrabalhosderevisãosobrelacase.
i. Detecção
A lacase stáamplamenteestudadatendosidodetectadaemváriasespéciesdeplantas,
bactérias,insectoseemmaisde40espéciesdefungos.
Atéaopresente,foi purificadaecaracterizadaemmaisde20organismosdiferentes,em
14dosquaisfoi determinadaa suaestruturaprimária.A maioriadaslacasestemsido
isoladade fungosde podridãobrancaemboraalgunso tenhamsido de plantas
(Eriksson,1990;Jõnssonetal.,1995;Eggertetal.,1996a;Pérezetal.,1996;Sengupta
etalo1997;Mufiozetal.,1998;Chefetzetal., 1998;Koroljova-Skorosogat'Koetal.,
1998e1999;Xu, 1999).
Osestudosreferentesà suafunçãofisiológicadeterminaramsuaacçãonabiossíntese
da paredecelulardasplantas(Dean& Eriksson,1994;O'Malleyet al., 1993),na
degradaçãoda lenhina,na patogenicidadeos fungos(Viterboet al., 1993),na
melanizaçãobacterianae virulêncianos humanosrelacionadacoma alteraçãoda
melanina.
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ii. Característicasmoleculares
A maioriadaslacasesestudadassãoproteínasextracelulares,aindaquejá tenhamsido
detectadaslacasesintracelularesmalgunsfungose insectos.Normalmenteaslacases
fúngicasapresentamopIentre3e7enquantoqueaslacasesdeplantastêmpI de9.
Estasenzimasdiferementresi na suasequênciaprimáriade aminoácidose na sua
funçãobiológica;sãosemelhantesnoquerespeitaà suaestruturatridimensionale nas
suascaracterísticasdeligaçõescomcobreem3diferentestiposdecentrosactivos.
As massasmolecularesda lacasevariamdentrode um intervalobastanteamplo.
SegundoYaropolove colaboradores(1994),asmassasmoleculares(Mw) daslacases
variamentre50000e 150000u.m.a.Thurston(1994)assumequevariamentre60000-
80000u.m.a.,emque5 - 20%correspondeahidratosdecarbono.Segundoesteautor,
foramdetectadasmassasmaioresmasem condiçõesexperimentaisinadequadasou
referindo-sea dímerose nãoa macromoléculasindividuais.Xu (1999),afirmaqueem
PAGE nativa,a maioriadoslacasesapresentamobilidadescorrespondentesa pesos
moleculares(Mw) entre60000- 100000u.m.a.,emque10-50%podeseratribuídoà
glicosilação.Os dadosdisponíveisndicamquea manoseé o principalcomponente
ligadoàlacase.
A maioriadaslacasestêm4 átomosdecobrepormolécula.
iii. Enzimologia
A enzimologiadaslacasesdeRhusvemificeraeTrametesversicolortêmsidoestudada
exaustivamente(Morpurgoet al., 1982,1993).Em contrastecoma especificidade
característicadasenzimas,a lacaseé relativamenteinespecífica.Esta enzimapode
catalisaraoxidaçãodemuitasubstânciasreduzidas,tantoinorgânicascomoorgânicas,
tais como complexosmetálicos,anilinas,tiois e especialmentef nóis,com a
concomitantereduçãodeoxigénioeaformaçãodeágua.
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Xu (1999)descrevea catálisedalacaseenvolvendoa reduçãodo cobretipoI pelo
substratoreduzido,atransferênciainternadeelectrãodocobretipoI paraocobretipo11
etipom eareduçãodooxigéniocomaformaçãodeáguanoscentrostipo11etipom.
Parasubstratosfenólicosaslacasescatalisamoxidaçõesporextracçãodeumelectrão
gerandoradicaisfenoxilos.
2 (CU2+)-lacase+fenol~ 2(CUI)- lacase+radicalfenolato+2W
2 (Cul+)-lacase+O2+2W~ 2(CU2+)-lacase+H2O
(2-1)
(2-2)
Os radicaisformadosrapidamentedesencadeiamreacçõesnãocatalíticastais como
acoplamentoradical-radical,dismutaçãoedesprotonação.
Normalmente,o pH óptimoparaa actividadedalacasedependedotipodesubstrato.
Por exemplo,nocasodosfenóis,costumamteractividadeóptimanumintervalodepH
entre3e7paraaslacasesfUngicase9 paraasdeplantas.Dequalquerforma,amaioria
daslacasesisoladasactuaemzonasácidasdepH, comvaloresóptimosnormalmente
entre5-6.Háestudosqueassumemqueo centroactivodaenzimacontémdoisgrupos
ácido-basecomvaloresdepKapróximosde5,5.Mas,hájá lacasesi oladascapazesde
actuarapH alcalinos,o queporsi só,aumentao lequedepossibilidadesdeutilização
(Raghukumaretal.,1994;Schneideretal., 1999).Muitostrabalhosreferemumaforte
dependênciaentreasconstantescinéticaseo pH (Xuetal.,1998).Defacto,o perfilde
pHassumeumaextraordináriaelevânciaemtermosdaaplicabilidadestasenzimas.
O segundosubstratoda reacçãoenzimáticaé o oxigéniomolecular,apresentando
valoresdeKmà voltade 1O-~M. A Vmaxvariaparalacasesisoladasconformea sua
proveniência,entre50-300M S-l(Yaropolovetal., 1994).
A actividadeenzimáticaé aindainfluenciadapelaforçaiónicaepelassuaspropriedades
deoxidação-redução(Xu etal.,1998,1997,1996).Ospotenciaisredoxparaalgumas
lacasesemrelaçãoao eléctrodonormaldehidrogénioestãono intervalode0,4- 0,8V
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(Xu, 1999).Narealidade,aestruturaeopotencialredoxdeumcompostoparecedefinir
o queé substratodasenzimaslenhinolíticas.As lenhinasessãocapazesde oxidar
substratoscompotenciaiselevados,comEmsuperiora 1,49VnocasodaMnP.e1,12V
paraa HRP, enquantoa lacasenãopodeoxidarcompostosnãofenólicoscomE1I2
superioresa1,06V (Kersten,1990;Faweretal.,1991).
Independentementedafontedaenzima,alacasepodeserfortementeinibidapormuitos
aniõestaiscomoaazida(Sugumaran,1995),tiocianidae fluoreto,quepodeminteragir
comoscentrosactivos.Sabe-sequeaazidaseligaaoscentrosactivos11em eimpede
a transferênciaelectrónicainternado electrão.Os agentescomplexantes,removemo
cobree inibemtambémaactividadedalacase.Outrosinibidoresincluemiõesmetálicos
(ex.Hg2+),ácidosgordos,reagentessulfidrilo,hidroxiglicinaedetergentescatiónicosde
amónioquaternário.
iv. Obtençãoe c/onagem
As lacasesãogeralmenteobtidasporpurificaçãodeextractosdefungoseleccionados.
Certos compostosaromáticoscomo o ácido feITÚlico,xilidina,p-anisidinaou
antraquinonapodemser usadoscomoindutoresda produçãodestaenzimapelos
. .
tnlcrorgamsmos.
Váriastécnicasde purificaçãode proteínaspodemserusadasparaas lacases.Os
protocolosdepurificaçãotípicosenvolvemultrafiltração,trocaiónica,filtraçãoporgel,
interacçãohidrofóbica,outras técnicaselectroforéticase cromatográficas.A
cromatografiaporafinidade,queusaumgrupofenólicocomoligante,podeaumentar
muitoaeficiênciadoprocessodepurificação.
Progressosrecentesrecorrema técnicasde engenhariagenéticacomoalternativa
industrialdeprodução(Kojimaetal.,1990).A transcriçãoouexpressãodalacasepode
serdetectadaporhibridizaçãoDNA-RNA ouporensaiosimunológicoscomanticorpo
anti-Iacase.
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A actividadeda lacasepode ser determinadacom substratoscromogénicos
característicoscomo a "seringaldazine"(4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldeídoazina)
(Harkin& Obst,1973;Harkinet al., 1974;Ander& Eriksson,1976;Leonowicz&
Grzywonowicz,1981) e o ABTS (ácido 2,2-azino-bis-(3-etilbenzatiazolina-6-
sulfónico))(Kerstenetal.,1990;Ander& Messner,1998)entreoutros.Esteúltimoé
apropriadoparao "screening"daenzimadadoqueo produtodeoxidaçãoésolúvelem
água,estáveleapresentaumacorverde.
2.3.2.Lacaseemediadores
Mediadoressãomoléculasdebaixopesomolecularqueestãoindirectamenteenvolvidas
nareacçãoenzimática.Ao permitiremalargaro espectrodesubstratosemqueaenzima
actua,vieramdarumnovoaspectoà acçãodasenzimasemgerale da lacaseem
particular(Bourbonnais& Paice,1990;Majcherczyketal.,1998).
Osfungosdedegradaçãobrancasegregamumconjuntodecompostosjuntamentecom
asenzimasoxidativas,quesesabemserosmediadoresnecessáriosàacçãodasenzimas.
Os termosmediadore mediaçãodizemrespeito,na realidade,a um conjuntode
reacçõesemcascata,complexasequecontinuamaserintensivamenteinvestigadas.
Os mediadoresconhecidossãosubstratosdalacase.Nemtodossãosintéticos,foram
identificadosmediadoresnaturais,nomeadamenteoPycnoporuscinnabarirms(Eggert
et aI., 1996).Entreos mediadoresnaturaisconhecidosincluem-sea metionina,a
cisternaeaglutationareduzida(contémgruposulfidrilo).
Mas,todososcompostosditosmediadores,naturaisoudesíntese,fazemo transferdos
electrõesenvolvidosnoprocessodeoxidação-redução.
UmmediadorquímicodalacaseégeralmenteumintermediáriofortementeoxidáveI.Os
maiseficazesquesedescobriramatéagorasãocompostosheterocíclicosdeazotocom
gruposN-OH, sendoo N-hidroxibenzotriazole(HBT) um dos primeirosa ser
descoberto(Call& Mück,1994;Sealeyetal.,1998;Wongetal.,1999).
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o potencialdeoxidação-reduçãomaisaltodescritoparaa lacaseé de800mV, quese
crênãosersuficientealtoparapermitiroxidarsubstratosnãofenólicos.No entanto,foi
demonstradoquea lacasepodeoxidarsubstratoscompotenciaisredoxsuperioresà
própriaenzima(Bourbonnaisetal.,1998).O mecanismopeloqualistoocorreé ainda
desconhecido,sabe-se,contudo, que a eficiênciade oxidação aumenta
proporcionalmentecom o potencialredoxdos mediadoresfenólicosatéum valor
máximode0,9V edecresceapartirdessevalor(Li etaI.1999).
Há muitotempoquese sabequeas reacçõescatalisadaspelalacasepodemser
modeladas.Porexemplo,aoxidaçãodo2,4-diclorofenolpelalacasepodeserprevenida
por adiçãodeumbomsubstratocomoo catecoI.Pelocontrário,o ácidosiríngico,
aumentaapolimerizaçãodesubstratosclorados(Call& Mücke,1994).
Umoutroexemplodizrespeitoàconversãodoácidoveratnlico,quenãoésubstratoda
lacase,emveratraldeídonapresençadeABTS (Boubonnais& Paice,1990).A acção
notáveldaconjugaçãodeenzimae mediadores,foi referidanaoxidaçãodegrupos
metiloemanéisaromáticos(potthastet aI., 1995)e deváriosálcooisaromáticosa
aldeídos(Rosenauetal.,1996;Majcherczyketal.,1999).Foi demonstradoqueoutros
substratos,dotipohidrocarbonetospolicíclicosaromáticos(PAH), sãoextensivamente
oxidadosporestesistema(Collinsetal.,1996;Majecherczyketal.,1998;Johanneset
al., 1996,2000).Pickarde colaboradores(1999)comprovaramesmoumasinergia
quandodautilizaçãodedoismediadores,ABTS eHBT.
Outrotipodecompostos,ossideróforos,tambémactuamcomomediadoresnaturaisdas
enzimasoxidativas(Machucaetal.,1999).Estessãoquelantescomaltasconstantesde
afinidadeparaformaçãode complexosmetálicos,muitoestáveis,produzidospelos
microrganismospararetiraremferrodo meioambiente.Nestanovaperspectivatêm
vindoaserobjectodeatençãorecente(Rernlemetal.,1999;Parraetal.,1998,1998a).
Comosubstratosdalacase,osmediadoresseguemareacçãogeral:
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2 Substrato-H2+02~ 2 Substrato(ox)+2 H20 (2-3)
A quantidadede oxigénioconsumidoé directamenteproporcionalao substrato
transformado.Assim,o oxigénioéumco-substratonareacçãoetemdeestarpresente
emquantidadesuficienteparaqueestesprocessosenzimáticoscorram.
2.3.2.1.Tipodemediadores
Maisde100possíveismediadorestemsidodescritos,masosmaiscomunsãoo ABTS,
o primeiromediadorreferidoparaalacase(Bourbonnais& Paice,1990),eoHBT (Call
& Mück,1994).
Algunsexemplosdemediadoressãoapresentadosnatabela2-6.
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Tabela2-6- Algunsmediadoresdalacase
EstruturaQuímica Nome
H~lX>=~-
I I
CH2CH3CH2CH3
CC N
I # N>N
I
OR
CH2CH2CH2N(CHY2
I
o=:=va
CH2CH2CH2N(CH3h
I
~--0V--s---V
HO3S~SÜJH
~OH
N=O
H
OH
ABTS
Ácido2,2-azino-bis-(3-
etilbenzatiazolina-6-sulfónico)
HBT
N- Hidroxibenzotriazole
CPZ
Cloropromazina
PZ
Promazina(10-(3-
[dimetilamino]propil)fenotiazina)
NNDS
ácido1-nitroso-2-naftol-3,6-
dissulfónico
HNNS
ácido2-nitroso-1-naftol-4-
sulfónico
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o HBT e compostosrelacionadossãosubstânciasbemconhecidasemáreasde
aplicaçãomuitodiferentes,comoa síntesedepéptideos(Carpianoetal.,1991,1993),
como anti-corrosivose fotossensibilizadoresd polímeros.O efeitoda lacasee
diferentesmediadorestemsidoinvestigada,sobretudono âmbitoda deslenbificação
(Wongetal.,1999).
2.3.2.2.Mecanismodeacçãodosmediadores
A maneiracomoosintervenientesprincipaisnareacçõesmediadascomlacase,enzima,
mediadore substratointeragemcontinua serobjectodeestudo.Callecolaboradores
(1997)propuseramcomoesquemageralde reacçãoda lacasecom mediadoro
apresentadonafigura2-2.
Laccase
Laccase
- 2H20
2e
Mediador
Figura2-2- Esquemadereacçãodalacasecommediador
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Estudosfeitoscomcompostosfenólicosmodelo(potthastetal.,1997;Majecherczyket
al.,1999),revelaramoqueseexpõeaseguir:
o ABTS é frequentementeusadonareacçãonaformadesal,solúvelemágua.Por
reacçãocoma lacasedesenvolverapidamenteradicais(corados),estáveise quepodem
reagircomfenóis,deacordocomos seuspotenciaisredox,formandonovosradicais,
fenoxilo,quedesencadeiamnovasreacções.Nessainteracçãos radicaisformados
regeneramABTS (Figura2-3).
A oxidaçãodoABTS dá-seemduasetapasindependentesdopH domeioreaccionalno
intervalode2alI.
Ospotenciaisredoxdaformaradicalar( ABTS+.) eformaiónica(ABTS2+) doABTS
sãorespectivamente0,680e 1,09V emrelaçãoaoNHE (Majecherczyketal., 1999).
Nãohá,noentanto,evidênciademonstradaacçãododicatiãonesteprocessoLMS
(LacaseMediatorSystem).
As reacçõesdeacoplamentodesencadeadasocorremapenasnasposiçõesor10epara
emrelaçãoaoOHfenólico,
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Figura2-3- EsquemadomecanismodereacçãodoradicalABTS comfenóisou
radicaisfenoxiloeprodutosecundáriosformadosdoABTS
(PotthastetaI.,1997)
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Ao contráriodoABTS+'o radicalresultantedoHBT éinstávelnapresençadeoxigénio
ouágua.A suaaltareactividadeconfere-lhebaixaselectividade.
A reacçãodaoxidaçãodoHBT pelalacasepodeserconvenientementeavaliadapela
mediçãoda absorvânciaa 408nm(Anderet al., 1998).De acordocomdadosde
voltametriacíclica,nãoháregeneraçãod HBT.Depoisdareacção,oHBT éconvertido
emBT, ouseja,aligaçãoN-O équebrada.
cc ~' e.
I # /-H+
I
OR
rl
o: N ~J"I~ "N R
.# / ~N
I
O.
Figura2-4- Mecanismopossívelparaformaçãodobenzotriazolduranteasreacções
LMS
(Potthastetal.,1997)
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Emresumo,tantoo ABTS comoo HBT formamradicaisporreacçãocomalacase.No
primeirocaso,sãoradicaismaisestáveise maisselectivos.No casodoHBT sãomais
instáveis,por issomaisreactivose têma vantagemde sermaisinespecrncos.No
processocomABTS o mediadoréregenerado,quenãoacontececomo HBT, queé
transformadoemBT e outrosprodutos(potthastal.,1997;Li etal.,1999;Xu etal.,
2000).
Um outrodadoimportante,refere-seao factodeapenasaslacasesprovenientesde
fungoslenhinolíticosde degradaçãobrancaoxidaremo HBT. Lacasesde outras
proveniênciasparecemnãoterqualquerefeitonestecomposto(Anderetal.,1998a).
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2.4. Cinéticaenzimática
As reacçõesenzimáticaspodemser estudadasexplorandodiferentesaspectosda
catálise.A análisedacinéticaenzimáticarevelaaspectosimportantesdascaracterísticas
daenzima.
A velocidadeda reacçãoenzimáticaé, em geral,seguidaatravésda mediçãoda
quantidadeproduto(ouprodutos)formadoporunidadedetempo.
Em 1913,Michaelise Menten,proposeramum modelogeralparaas reacções
enzimáticas.Assume-sequeumaenzimaE reagecomum substratoS paradarum
complexoenzima-substratoE - S,queoriginaentãoaenzimaeoprodutodereacçãoP:
KI
E+S ..
K
E-S 2. E+P
(2-4)
""
K-I
ondeKI, 1<..1,eK2sãoasconstantesdevelocidadedosrespectivospassosreacionais.
Estarepresentaçãoéválidaparaumperíodoinicialdareacçãoemqueaquantidadede
substratoransformadoébaixaeareacçãoinversaédesprezável.
Combasenasreacçõesapresentadase nofactodequeo equilíbrio entreE, S e
K
E - S seatingerapidamenteemcomparaçãoc ma reacçãoE-S 2. E+P
Michaelise Mentenrealizaramumestudoquantitativodasvariaçõesdevelocidadede
umareacçãoenzimáticaemfunçãodaconcentraçãodesubstrato.
A vantagemdaequaçãodeMichaelise Mentenresideno factodenãonecessitardos
valoresde[E] e[ E-S ],concentraçõesdificeisdedeterminar.
A quantidadede P formada,assimcomoa velocidadeda reacção,vão depender
directamentedaconcentraçãoemcomplexoE-S, istoé,daconcentraçãodeenzimaque
seligaaosubstrato.Daíqueo estudodoequilíbrioE+S - E-S permita a
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interpretaçãosimplificadacinéticadareacçãosemcomprometero seurigor.
A constantedeequilíbrio,uconstantedeMichaelis,paraadissociaçãodocomplexoE-
Sé
K,. = K. =~ = I E] [s]
K] [E-S]
(2-5)
emque[ E] representaaconcentraçãodeenzimalivre.
Substituindo[ E] erearranjando,obtemosaEquaçãoMichaeliseMenten:
v [s]
Vmax K.n + [S]
(2-6)
ondeVrnaxéavelocidademáximadareacção.
Estaequaçãopermitecalcularo Vmax e Km a partirdasvariaçõesdevelocidadem
funçãodosubstrato.SeescolhermosumvalordevcorrespondenteaovalordeVmax/ 2,
teremos
Km=[S] (2-7)
A constantedeMichaelisouconstantedeequih'briodadissociaçãodecomplexoE - S,
éassimigualàconcentraçãodesubstratoparaaqualavelocidadedereacçãoémetade
davelocidademáxima.
A velocidadeda reacçãoenzimáticaé influenciadapor factoresfisicoscomoa
temperaturae o pH, e agentesquímicosquepodemfuncionarcomoactivadoresou
inibidores.
A maioriadasreacçõesenzirnáticasenvolvedoisou maissubstratose resultana
formaçãodemaisdeumproduto.Muitasdelasãomultisubstratoe/ umultiproduto.
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As reacçõesenvolvendodoissubstratos(Bi Bi Reacções)podemocorrersegundotrês
tiposdemecanismodiferentes(Copeland,1996;Brezonik,1994):
MecanismodePing-Pong
Mecanismosequencialordenado
Mecanismosequencialoacaso
No mecanismodePing-Pong,pelomenosumprodutoé libertadoantesdetodosos
substratosseteremcombinadocoma enzima.Nosmecanismossequenciais,todosos
substratossãoadicionadosàenzimantesdalibertaçãodequalquerprodutodareacção.
As equaçõesapresentadasa eguir,ilustramosmecanismosparaasreacçõesdeBi Bi
substrato:
1. OsmecanismosdePing-Pongsãodotipogeral:
K1 K3
E'P) P+E' (2-8)A+E (EA --
K2 ~
Kj K7
E'+B (E'B EQ) Q+E (2-9)
~ Ks
2. O mecanismosequencialordenadoédotipogeral:
K1
A+E AE (2-10)
K2
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3. O equilíbrioaoacasoinvolvea fonnaçãorápidae reversíveldecomplexoscomos
substratosA ouB. O passolimitantedareacçãoéaconversãodocomplexotemário:
Nestasequações,A e B representamsubstratos,P e Q produtosdereacçãoe K as
respectivasconstantesdevelocidade.
O mecanismodasreacçõesBi Bi substratopodeser identificadopelomodelode
inibiçãodosprodutosP eQ avaliadopelostraçadosdeLineweaver-Burk.
NosmecanismosdePing-Pongosgráficos1/vemfunçãode1/[A ] ou1/[B ], fixando
[ B ] ou [ A ] respectivamente,sãorectasparalelas,emelhanteaocasodainibição
acompetitiva.
Nosmecanismossequenciaisénecessáriosaberqualéo substratoqueseligaprimeiroà
enzima,umavezquesó estepoderáserinibidocompetitivamentepeloprodutode
reacção.Porconvençãoesseseráo substratoA.
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K3 K5
AE+B (AEB QEP) QE+P (2-11)
K.. 1<6
K7
QE Q+E (2-12)
I(g
Kl K2
A+E - - AE PE - E+P
K" Kl /K4
AEB - PEQ (2 -13)
K2
K5 K6
B+E - DE / K7 K, 'EQ E+Q
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Paraavaliaros parâmetroscinéticosdareacçãoé precisotraçaros gráficos1/vem
funçãode1/[B ], fixando[ B ]. As rectascorrespondentesa cadavalorfixodeB
convergemtodasparaumdeterminadop ntonoladoesquerdodoeixodosYY, sendo
osvaloresdeintercepçãodoeixodosYY osvaloresdelNmaxapp.Traçandodepoiso
gráficodosdeclivesdessasrectasversus1/[B ], obtemos( -1/KB)quando valordeY
ézeroeKANmaxquando valordoXézero.Traçandoentão,lNmaxappversus1/[B ],
quando valordeX ézeroovalordeY correspondea(l/ Vmax).
PelotraçadodeLineweaver-Burknãoépossiveldestinguirsesetratadeummecanismo
sequencialordenadouaoacaso.Parasepoderfazeressadiferençaéprecisorecorrer
aousodemarcadores(i ótopos)ouaestudoscominibidoresespecíficos.
Emborasejarelativamentefácilrelacionara cinéticadasreacçõesdeBi Bi substrato
como modelocinéticodeMichaelis-Menten,nasreacçõesmaiscomplexas,envolvendo
substratosmúltiplos,é muitomaisdificil de derivaros termosda equaçãode
velocidade.Um métododesenvolvidopor King e Altmanem 1956,(citadoem
Copeland,1996)permitederivara equaçãodevelocidadedereacçõesmaiscomplexas
com basenas constantesde velocidadepara os váriospassosda reacção.A
implementaçãodestemétodoparareacçõescomplexasrecorrenaturalmentea sistemas
computorizadosdecálculo.
2.4.1.Parâmetroscinéticosdaliteraturapara a lacase
Na tabela2-7 sãoapresentadosalgunsdadosda literaturarelativosaosparâmetros
cinéticosparalacasesprovenientesdediversosfungos.
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ColIetal, 1993;
Eggertetal.,1996
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Tabela 2-7 - Parâmetroscinéticosparaalgumaslacases
Compostos FontesdeLacase K.n() K..u(s.') VrotrX Ref.
Pirocatecol C.hirsutus 390 492 Yaropolovetal.,1994
C.maxima 123 404
Hidroquinona C.hirsutus 180 257
C.maxima - -
Fusariumgraminearum - 900
Fusariumgraminearum - 800
Corioluszonatus 86 485
Ferrocianetodepotássio C. hirsutus 97 457 Yaropolovetal.,1994
C.maxima - -
Fusariumgraminearum - 2000
Corioluszonatus 202 517 ScbneideretaI.,1999
2,6-dimetoxifenol Botrutyscinerea 190 - Yaropolovetal.,1994
Schliephakeetal.,1996
Quinol Botrutyscinerea 133,533 - YaropolovetaI.,1994
Schinusmolle 1250 -
Guaiacol C.versicolor 300 200 - Yaropolovetal.,1994
Fusariumgraminearum - 660 -
Pleurotusflorida 28500 O,17511Kat/mg Deanetal.,1994
Pleurotusflorida 3130 1,353I1Kat/mg
PMl 750
Pycnoporuscinnabarinus 750
Trameteshirsutus 750
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Compostos FontesdeLacase Km(M) Kc.t(S-I) Vrrurx Ref.
Alcoolvanilico C.versic%r 400 182 Yaropolovetal.,1994
Vanilina C. versic%r 2000 90
Ácidvanílico C. versic%r 1000 160
Àcidhomovanilico C.versic%r 350 160
Eugenolou C.versic%r 600 150
4-alil-2-metoxifenol
Di-hidroeugenol C.versic%r 260 160
Guaiacil-propanol C.versic%r
Veratraldeíde C.versic%r
Acidoascórbico C.versic%r 2000 110
Fusariumgraminearum - 2300
Dioxifenilalanine C.versic%r 1000 70
Fusariumgraminearum -
o-Dianisidina C.versic%r 100 130 YaropolovetaI.,1994
Fusariumgraminearum - 100
P/eurotusflorida 330 1,47t/mg Deanetal.,1994
P/eurotusflorida 290 2,4 Kat/mg
AcidoViolúrico T vil/asa 5 260min-1 SenguptaetaI. 1997
M. termophila 18 27min-1
P. cinnabarinus 9 370min-140min-
B. cinerea 11 I
AcidoSinapínico Corio/uszonatus 7 624
Catecol Corio/uszonatus 197 423 Sclmeideretalo,1999
3,3',5,5'- Fusariumgraminearum - 1000 Yaropolovetal.,1994
tetrametilbenzidina
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Compostos FontesdeLacase K", (JlM) Kcat(S-I) VIfUIX Ref
180min-ISGZ(Siringaldazina) Coprinuscinereus 26+/-6 Swamyetal.,1999
M. termophila Xu,1996
P. cinnabarinus 3,9 1,1min-I Senguptaetal. 1997
B. cinerea 2,9 180min-1
4 52min-I
0,8
T vil/asa 58 2700Kcat/min Xu,1996
Scytalidiumthermophilum1 290Kcat/min
Rhusvemiflcera 43 600Kcat/min
Rhizoctoniasolani 17
M thermophila
HBT T vil/asa 15 84min-I Senguptaetal. 1997
M. termophila 10 O,12min-1
P. cinnabarinus 29 22min-I
B. cinerea 12 10min-I
Trameteshirsuta 8 -
Coprinuscinereus 23 1090+/-3Omin-I Yaropolovetal.,1994
ABTS Coprinuscinereus 170 270+/-10min-I
Coprinuscinereus 280 60+/-2min-1
2,7min-l
Tvil/asa 440min-I
M termophila 58 920miIi1 Senguptaetal. 1997
P. cinnabarinus 96 23min-I
B. cinerea 18
28
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2.5. Aplicaçõesdaslacases
As lacasestêmvindoa serusadasparaa remoçãodevárioscompostosxenobióticos
aromáticose poluentes(substratosmodelo)queseencontramnosresíduosindustriais,
solose emáguascontaminadas.Os exemplosincluema descoloraçãodosclorofenóis,
clivagemde anéis aromáticos,mineralizaçãode hidrocarbonetosaromáticos
policíclicos,descoloraçãode efluentesde fábricasde pastade papel ou de
processamentodealgodão(Kawaietal.,1988;Chivukulaetal.,1995).A polimerização
doscompostosresultantestraduz-senaimobilizaçãodospoluentesou insolubilização
permitindosuaposteriorremoçãoporprocessosdesedimentaçãooufiltração(Roperet
al.,1995).
Muitostêmsidoostrabalhospublicadosreferindoa acçãodelacasesobreumamplo
conjuntode compostosquímicos,nomeadamentea oxidaçãode corantesfenólicos
(Chivukula& Renganathan,1995;Durán,etal.,1999),defenóis(Dahiyaetal.,1998;
Gianfi-edaetal.,1998,PothhastetaI.,1999),clorofenóis(Dec& Bollag,1994,1994a,
1995;Roperetal., 1995,Greyetal., 1998;Kadhimetal, 1999,Ullahetal.,2000),
bifenilmetanos(Xu etal.,1997a,Crestini& Argyropoulos,1998),benzopirenos(Rama
et al., 1998), fenilenodiaminasN-substituídas(Kristopaitiset al., 1998),
organofosforados(Amitaiet al., 1998)e a -o-dímerosnãofenólicos,modelosda
lenhina,(Kawaietal.,1999;Majcherczyketal.,1999).
A aplicaçãodelacasesno tratamentodeefluentestêxteisapresenta-sepromissorano
querespeitaà remoçãodecor,umavezque,os corantestêxteise algunsdosseus
produtosdedegradaçãosãodotipodesubstractos"alvo"destaenzima.
2.5.1.Lacasesea remoçãodefenóis
Compostosaromáticos,incluindofenóise aminas,constituemumadasmaioresclasses
depoluentescomlimitesdedescargaemmuitospaíses.Sãoencontradosnaságuas
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residuaisdeumavariedadedeindústriasondeseincluia indústriatêxtil.Estasenzimas
assumemimportâncianadescontaminaçãodeáguasou solosdestetipodepoluentes
(Xu,1996a;Smithetal.,1997).
A maioriados fenóissãotóxicose provocamcheiroe intensacoloraçãonaágua.
Concentraçõestãobaixascomo0,005mgL-i defenóisemáguacausampaladareodor
desagradável,sobretudoseestiveremempresençadeclorofenóis.
Os métodosclássicosderemoçãode fenóisnaságuasindustriais,incluemadsorção,
degradaçãomicrobianae oxidaçãoquímica.Estesmétodosapresentamdesvantagens,
tais como,custoelevado,remoçãoincompleta,formaçãode produtostóxicos.A
aplicaçãoestálimitadapara determinadasgamasde concentraçõesde poluentes
(Kadhimetal.,1999).
O mecanismode acoplamentooxidativode fenóisé conhecidodesdeos anos60
(Brown,1967),masa suaaplicaçãoaotratamentodeáguasresiduaisóé descrita14
anosdepois(KIibanov& Morris,1981).
Até há relativamentepoucotempo,acreditava-seque as lacasesapenasestavam
envolvidasem processosde polimerizaçãode compostosfenólicose não na sua
degradaçãooxidativa.Paraestaideia,muitocontribuiuo factodofungomaisestudado,
Phanerochaetecrysosporium,nãosegregarníveisdetectáveisdelacasenascondições
habituaisdecultura(Mufiozetal.,1997).Contudo,Srinivasane colaboradores(1995)
mencionama capacidadedeo fazeremdeterminadascondiçõesaindaqueempequena
quantidade.
O factodaslacasesutilizaremoxigénioemvezdeperóxidodehidrogénio,toma-as
catalisadoresatractivosnestesprocessos(Dec& Bollang,1990).Muitosestudostêm
sidofeitosnosentidodeavaliaracapacidadeecondiçõesnecessáriasparaaremoçãode
compostosfenólicoscomlacases.Compostoscomátomosdeclorosubstituintesnoanel
benzénicoemposiçãoortooupara sãomaisfacilmentedegradadosqueaquelesque
têmos substituintesmposiçãometa.Alémdistoo aumentodo oxigéniodissolvido
tambémaumentaaeficiênciaderemoção(Kadhimetal.,1999).As lacasesdeCoriolus
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versicolormostraram-seeficazesnaremoçãodeAOX nomeadamenteosclorofenóise
c1oroguaicoisdeefluentesprovenientesdaindústriadopapel(Roy-Arcandetal.,1991).
2.5.2.Fungos(lacases)ebiodegradaçãodecorantes
Muitos trabalhostêm tido comoobjectivofazero "screening"dos fungoscom
capacidadededescorarcorantescomerciaistêxteis(Glenn& Gold,1983;Goldetal.,
1988).O fungoPhanerochaetecrysosporium,umdosmaisexaustivamenteestudados,
reveloua capacidadede degradarcorantesazo, antraquinónicos,heterocíclicos,
trifenilmetanoe poliméricos(Glenn& Gold,1983;Crippsetal.,1990;Ollikkaetal.,
1993;Paszczynskietal.,1992,Spadaroetal.,1992).
Outrosfungos,comooBjerkanderadustae Trametesversicolordegradamoscorantes
azo,ReactiveOrange96,ReactiveViolet5, ReactiveBlack5, ftalocianina,Reactive
Blue15eReactiveBlue38(Heinflingetal.,1997).No entanto,namaiorpartedestes
trabalhos,a degradaçãodos corantesé atribuídaàs peroxidases,obretudoà LiP
segregadapelofungo,requerendoa presençademediadores,tipo álcoolveratrílico
(Ollikaetal.,1993;Kimetal.,1995;Paszczynskietal.,1991,1991a;Yu etal.,1999).
Os corantesnãosãoigualmentesusceptíveisà degradaçãoenzimática.Trêscorantes
sintéticosAcid green27, Acid violet7 e Índigocarmine,comcromóforostípicos,
antraquinónico,azoe índigorespectivamente,foramdescoradospelofungoTrametes
versicolor.A degradaçãodo corantecatalisadapelalacasedependedaestruturado
respectivocorante.Nestecaso,o coranteantraquinónicorevelouserumbomsubstrato
destalacase.O Acid violet7 e o Indigocarmine,nãosendosubstratosda lacase,
precisaramdecompostosmediadores.Foi então,avançadaa ideiadequeoscorantes,
substratosda lacase,podemactuarnos efluentescomomediadorespromovendoa
descoloraçãodeoutroscorantesquenãosãosubstratosnaturais(Yu etal.,1999).
Váriosautoresestudaramaoxidaçãodecorantesfenólicoseainfluênciadaestruturado
corantenasuabiodegradabilidade(Chivukula& Renganathan,1995;Pasti-Grigsbyet
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al.,1992;Duránetal.,1999).ChivukulaeRenganathan(1995)tentaramexplicaropapel
daslacasesnaoxidaçãodecorantesazo.Paraissousaramumconjuntodecorantesazo
modelo (derivadosdo 4-(4'-sulfofenilazo)-fenol) em que apenasvariaramos
substituintesno anelbenzénicoe testarama influênciadestasvariaçõesestruturaisna
capacidadedalacasedeP. oryzaeemoxidarestescompostos.De todosos corantes
testados,apenasos quetinhamgruposdadoresdeelectrões,metilooumetoxiloeram
oxidados.Os compostos4-(4'-sulfofenilazo)-fenolnão substituídosou com
substituintes2-doro ou 2-nitronão sofreramqualqueroxidação.Combasenestas
observações,concluíramqueo anelfenólicodo coranteazotemqueserrico em
electrõesparapoderseroxidadopelalacase.Mas, a localizaçãodos substituintes
tambéméimportante.O derivado2,6-dimetoxiladoé melhorsubstrato.Eraconhecido
desdeosanos60queestecompostoerasubstratodalacase(Bocks,1967).
Nos estudosdescritospor Chivukula& Renganathan,ão foi verificadaqualquer
polimerizaçãoesegundomecanismopropostonãoháformaçãodeaminasaromáticas,
umavezquenoprocessodereduçãoéformadoazoto.
2.5.3.Outrasaplicaçõesdaslacases
Comooxidases,podemserusadasnumavariedadedeprocessosindustriaiseaplicações
medicinaisemqueestãoenvolvidasoxidações.Há investigaçõesmcursocomlacase
no domínioda bio-oxidação,biotransformação,uso comobiossensorese síntese
enzimática.
i. Deslenhificaçãodelenhinocelulósicos
Os métodosconvencionaisde deslenhificaçãoe descoloraçãoda polpado papel
envolvemtantoCIOz como03. Apesarde eficientes,estesmétodostêm sérios
problemas,tais comoa formaçãode produtossecundáriosdoradose perdade
resistênciadasfibrasdecelulose(Xu, 1999).A deslenhificaçãoenzimáticacomlacase
obviaestesproblemasepoderáseradaptadaaosistemaprodutivodaindústriadopapel,
oferecendoumaalternativamenospoluente.
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Foi desdehámuitoassumidoquea lacaseparticipanadeslenhificaçãonatural.Várias
lacasesmostraram-secapazesdedegradarquera lenhinanaturalquerosseusmodelos
sintéticos.Estasenzimaspodemaindaoxidaros componentesfenólicosexpostosna
lenhinaou,empresençademediadoresredoxapropriados,oxidarfenóisecomponentes
nãofenólicos.Comoresultadodaoxidaçãodalenhinapelalacase,osradicaisgerados
podemprovocardespolimerizaçãopor c1ivagensC -C alifáticasouaromáticas.
Assim,naindústriado papel,a lacasepodeactuarnumpré-tratamentoc moagente
biológicodegradandoparcialmentea lenhinae facilitandoa polpagem(Messneretal.,
1994).Tambémpode ser aplicadacomoalternativaos oxidantesquímicosno
biobranqueamento(Calletal.,1994,1994a).
ii. Laccasenoacabamentotêxtil
A lacasetemsidoreferidacomomeiodeevitaro manchamentod stêxteistingidosou
estampados.Podeaindaserusadano acabamentod algodão,substituindooxidantes
convencionaiscomoo hipoc1oritoenoprocessodelavagemdos"denim"tingidoscom
índigo,conseguindo-sevariadosefeitosdelavagemnosprodutos(pedersenetal.,1992,
1996,1996a;BarfoedetaI.,1998).
O DeniLiteTMlançadoem1996peloNovoNordiskrepresentouumainovaçãoparao
acabamentodosjeans.Até aí, as enzimastinhamsidousadasparadesengomare
desgastaro tecido.Esta preparaçãofoi a primeiralacasecomercialno mercado.
Apresenta-sesoba formadeumasuspensãonãoaquosacomumaconsistênciade
xaropedeácerquetomavadificildosea-Iacorrectamenteemisturá-lacomágua.A estas
desvantagens,acresciaaindaa dificuldadede conservaçãodo produtoduranteo
transporteearmazenamento.
Em1999,nosEstadosUnidos,foilançadôoDeniLite11TM, produtobaseadonumnovo
tipodelacasecomactividadesuperioràdoDeniLiteI TM, tomando-omaiseconómicoe
sobretudomaisfácildeusar,umavezquesetratadeumgranuladofácildemisturarem
água.
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m.Aplicaçõesmédico-sanitárias
A lacasepodeserusadaemprocessosdedesinfecção,atravésdeoxidaçãodo iodeto
comformaçãoin situdeiodo,compostocorrentementeusadocomodesinfectante.A
aplicaçãodeumsallacase-iodetotemvantagensemrelaçãoà aplicaçãodirectae iodo
dadoqueé maisestávele maisseguroqueo iodoemtermosde armazenamento,
transporteemanuseamento.Acresceaindaquealibertaçãodoiodopodeserfacilmente
controlada,porajustedaconcentraçãodelacasenapreparação(Xu, 1996a).O sistema
podeserusadoemaplicaçõesindustriais,domésticasou decuidadospessoais.Pode
aplicar-seàdesinfecçãodeáguasdebeberoudepiscinas,porexemplo.
iv.Estética
A pinturae ondulaçõesdoscabelosenvolvemprocessosoxidativosqueimplicamuso
de químicoscom odoresdesagradáveis,rritantespara os tecidosou de dificil
manuseamento.O usode sistemascomlacases,tomao processomenosirritantee
permiteactuaremcondiçõesmuitomenosdrásticasdepH econcentraçãodesolventes
maisbaixas(Juminoetal.,1994).
Oxidaçõescatalisadasporlacasestêmsidoreferidasnapinturadecabelose processos
deondulação.Estessistemasassociama umamaiorfacilidadedeprocessamentoum
certoefeitocosmético(Roureetal.,1992;Saruno,1991;Martinetal.,1994).
v.lmunoensaios
A lacasepodeserusadaparaensaiaroutrasenzimas.Nestecaso,aenzimacominteresse
catalisaa produçãode um compostoque podeser depoisoxidadopela lacase
provocandoumamudançafisicadetectável.O produtode reacçãocoma lacaseé
reguladopelaactividadedaenzimacominteresse.Estemétodopodeserusadoparaa
amilase,aminopeptidase,fosfatasealcalina,angiotensinaI convertase,arilamidase,
celobioseoxidase,quimiotripsina,glucosidase,paradaralgunsexemplos.
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A lacaseligadacovalentementea umanti-corpou anti-genepodeserusadacomo
marcadorenzimáticoemimunoensaios(Yaropolovetal.,1994;Zouari,1994).
vi.Sínteseorgânica
A lacasepodeserusadanasíntesedevárioscompostosorgânicosfuncionais,incluindo
polímeroscomdeterminadascaracterísticasmecânicas,eléctricasou ópticas,corantes
têxteis,pigmentospara cosmética,aldeídosaromáticos,pesticidase compostos
heterocíclicoscomoafenoxazina(potthastetal.,1995).
Podeserusadonasíntesedecompostosmedicinaiscomplexoscomoasdogrupodos
anti-inflamatórios,anestésicos,edativos,davimblastina( nti-tumoral),da"Penicillin
X dimer",cefalosporinas( ntibióticos),etc.(Yaropolovetal.,1994).
vii. Tratamentodealimentose bebidas
o escurecimentoeturvaçãoduranteoprocessodearmazenamentodossumosevinhosé
um dos maioresproblemasda indústriaalimentar.Os compostosfenólicosestão
envolvidosnestesprocessos.Convencionalmente,estassubstânciaseramadsorvidase
removidasusando,por exemplo,gelatinae bentonite,quenormalmentetinhambaixa
especificidadeepodiamafectaracor,oaromaecausarproblemasdedepósitos.
A lacasepodeserusadapararemoverou modificarsacarídeosfenólicos,melhorar
transparência,aparênciadecor,aroma,sabor,estabilidadesumosdefTutaebebidas
alcoólicasfermentadas(picquadioetal.,1997;Clilfetal.,1994;Yaropolovetal.,1994).
As substânciasfenólicasnãodesejadaspodem,depoisdepolimerizadaspelalacase,ser
removidasporfiltração.
Casosháemquea presençadalacaseé indesejávelmsubstânciaslimentaresdado
queprovocao escurecimentod s alimentos.Nestecaso,a suainibiçãopodeser
conseguidausandosubstânciascomoácidoferúlico,ácidooxálicoouremovendoo O2.
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Podemusar-selacasesparaalterara cordebebidase alimentos,dequeé exemplo
azeite(Brennaetal.,1994;Picquadioetal.,1997;Laclo,1998).
Outrosexemplosdeaplicações
A lacaseé usadano cross-linkingdepolissacarideosparaa produçãodecompósitos
(pedersenetal.,1996a).
Outraaplicaçãointeressanteénaáreadoscurtumes.Usa-senatransformaçãooxidativa
e consequenteacoplamentode precursoresde corantesà matrizde colagéniodos
couros.Os precursoresolúveisdos corantespodemser adsorvidos,oxidadose
polimerizadosdandoos efeitosde curtimentodesejados.Este processomelhoraa
eficiênciado tingimentoe ascaracterísticasdo couroaomesmotempoquepermite
reduzirocustodoprocesso(S0rensenetal.,1993).
Aplicaçõesdelacasenaáreadediagnósticoouusadaembiosensorestemvindoaser
referida,nomeadamenteadetecçãodesubstânciascomofenóis,anilinaseO2(Gardiol
etal.,1996;Zouarietal.,1994).
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Síntesebiotransformaçãodecorantesdisazo
3. Sinteseebiotransformaçãodecorantesdisazo
Introdução3.1.
Os corantesazotêmenormeimportância,tantodopontodevistadeaplicaçãocomo
ambiental.De facto,estegrupode compostosincluí70%doscorantesglobalmente
produzidos.Sãocompostoscontendogruposazoligadosaanéisbenzenounaftalenoe,
emalgunscasos,ligadosaanéisaromáticosheterocíclicos.Resultamdesíntesesãode
dificildegradaçãop rmicrorganismosvi toquenãoexistemnanatureza(paszczynsk:y
et al.,1992).As suaspropriedadesmutagénicas/cancerígenasr sultam,paraalémdo
coranteemsi mesmo,dasaminasaromáticasformadasna reduçãoda ligaçãoazo
duranteabiotransformação(Spadaroetal.,1992).
A maioriadoscorantesdirectosparatingimentodealgodãosãocorantespoliazo.A
afinidadedestescorantesparaa fibrapodesermelhoradapeloaumentodacadeiacom
sistemasdeligaçõesduplasconjugadasea introduçãodealgunsgruposnasestruturas
planaresdestasmoléculas.Com excepçãodo C.I. DirectYellow 28, os corantes
monoazonãotêm,hojeemdia,importânciapráticacomocorantesdirectos,têmsim
importânciacomopartecromogénicadecorantesreactivosvioletae rubi(Zollinger,
1987).
No presenterabalho,sintetizaram-sesetecorantesdisazocomcaracterísticasestruturais
bemdefinidas.Todosapresentamemcomumumgrupohidroxiloemposiçãoparaem
relaçãoàligaçãoazo,característicaestruturalimportantedopontodevistadeligaçãoao
centroactivodalacase,variandoapenasossubstituintesnosanéisaromáticos.
Estudou-sea oxidaçãoenzimáticadestescorantespelalacaseacompanhando-sea
descoloraçãoresultantedoprocessoe determinaram-seo parâmetroscinéticosparaas
reacçõesenvolvidas.
Avaliou-sea influênciadapresençademediadoresnareacçãoenzimática,relação
entreaestruturadoscoranteseaoxidaçãopelaenzima,propondo-seummecanismode
degradaçãoparaestetipodecompostos.
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3.2. Materiaisemétodos
3.2.1.Químicos
HBT (N-hidroxibenzotriazole),ABTS (ácido 2,2-azino-bis-(3-etilbenzatiazolina-6-
sulfónico)),AV (ácidoviolúrico),p-aminobenzeno,ácido3-aminobenzenossulfónico,
l-naftilamina,ácidosalicílico,3-metilfenole 2,5-dimetilfenol,2,6-dimetoxofenolforam
adquiridosà Sigma(S1.Lois,USA) Osintermediáriosdesíntese(A) e (B) (Figura3-4)
foramfornecidospelaSynthesiaA S.(Pardubice,Rep.Checa).
Todososprodutosquímicosforamusadosemgrauanalítico.
3.2.2.Lacase
A lacasefoi obtidado DeniLiteTMporextracção,filtraçãoporgele diáliseconforme
descritoem4.2.3.
3.2.3.Síntesedoscorantesdisazo
A síntesedoscorantesdisazoobjectodesteestudoe apresentadosnaFigura3-1,foi
feitapeloprocessoquímicoclássicodepreparaçãodestetipodecompostos.Primeiroa
diazotaçãodaaminaformando-seo saldediazóniorespectivo,seguidadeacoplamento
desteúltimocom a aminaou fenoladequadoà estruturade corantepretendida
(Zollinger,1987).
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Figura3-1- Estruturadoscorantesdisazosintetizados
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Síntesebiotransformaçãodecorantesdisazo
A Figura3-2descreveasíntesedoscorantes1-1I1:
( ) =~~ +2HCI + N~~
.( ) r=--O-N;c1- + N.cl + 2H,0
( ) ~~~- + 0' N~H .
Rz
~( ) ==~N ~ }R' OH
Rz
.
+ HCI
Figura 3-2- Preparaçãodoscorantesdisazo1-1I1
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NaFigura3-3apresenta-seasíntesedocoranteIV,
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Figura3-3- PreparaçãodocorantesdisazoIV
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A síntesedoscorantesV-VII realizou-sedefonnasemelhanteàapresentadan figura3-
2,tendosidousadosos intennediárioscomerciais(A eB) apresentadosnaFigura3-4
comocompostosdepartidaparaareacçãodediazotação.
S ) N=N
HO3S
H2
OCH3
(A)
HÜJS
N=N NH2
HO3$
(B)
Figura 3-4 - Intennediárioscomerciaisusadosnasíntesedoscorantes
A descriçãodetalhadadasíntesedestescoranteséapresentadanoAnexoI.
Oscorantesforampurificadosporrecristalização(Fierz-Davidetal.,1938),sendoasua
purezacontroladapor cromatografiaemcamadafina (SiO2)usandocomoeluente2-
propanol/l-propanol/ acetatodeetilo/ água(2:4:1:3).
As estruturasforamconfinnadasporanálisedeespectroscopiadeinftavennelhoeRMN
(verdiscussão,pág.68).
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3.2.4.Determinaçãodaactividadedalacase
A actividadedalacasefoi determinadaespectrofotometricamenteusandoABTS como
substratoconformedescritoem4.2.4.(Ander& Messner,1998).
o efeitoinibidornalacasedossolventesorgânicosusadosnesteestudofoi avaliado
segundoprocedimentodescritoporJohannes& Majecherczyk(2000a).O testepadrão
da acçãoinibitóriana lacasefoi feitopor pré-incubaçãoda enzimacomo inibidor
(etanolusadonassoluçõesdoscorantesI, 11e 111,eDMF usadonasoluçãodoácido
violúrico)durante2 minutos.A mediçãodavariaçãodaabsorvânciaa420nminiciou-
se apósa adiçãodo ABTS 0,5 mM e a inibiçãofoi a avaliadapelavariaçãode
actividadeporminutoaolongodotempodereacção(1minuto),emrelaçãoàreacção
enzimáticaemcondiçõesequivalentesmassemapré-incubaçãoc mo inibidor.
3.2.5.Oxidaçãodoscorantesdisazopelalacase
OscorantesIV-VII estudadosforamsolúveisemáguaporqueincluíamnasuaestrutura
grupossulfónicos,enquantoos corantesI a 111apresentamcaracterísticasde
solubilidadediferentes,apenasforamsolúveisemsolventesorgânicos.Assim,usaram-
secomosoluçõesmãedecorante,soluçõesaquosasparaoscorantesIV-VII, soluções
etanólicasparaoscorantes1-111.
CorantesI am
A misturareaccionalfoicompostaporsoluçãodecoranteI-m emetanola96%(IrnL,
3,50XlO-5M, 3,85XlO-5Me 2,35XlO-5M respectivamente),0,5roLdesoluçãode
lacase(15UrnL-1)etampãofosfato50mM(pH5,5)atéumvolumefinalde9roL.
CoranteIV
A misturareaccionalfoi compostaporsoluçãoaquosadecoranteIV (1,5roL;3,5XlO-4
M), 0,5rnLdelacase(15UrnL-1)etampãodefosfato50mM(pH5,5)atéumvolume
finalde9roL.
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CorantesV aVII
A misturareaccionalfoi compostapor soluçãoaquosade coranteV-VII (1,5rnL;
1,8XlO-4M, 1,8X10-4,1,3X10-4M respectivamente),0,5rnLdelacase(15UrnL-1)e
tampãodefosfato50mM(pH5,5)atéumvolumefinalde9rnL.
Todasasmisturasreacionaisforamincubadasa 60°Ccomagitação(200rpm)durante
1hora.
Foramaindarealizadosensaiosdedescoloraçãoc moscorantesdisazocom30UrnL-t,
correspondenteà melhorconcentraçãode enzimana descoloraçãodo coranteIV
determinadaexperimentalmente(verFigura3-6).
Imediatamenteapósaadiçãodalacase,fez-seo varrimentodoespectrodeabsorçãoda
misturanalisando-seos resultadosentre350e 700nm,emintervalosdetempoque
serãoespecificadosnotexto,usandoumespectrofotómetroUnicamUV2. A oxidação
do coranteé monitorizadapelavariaçãodeabsorvâncianocomprimentodeabsorção
máximaparacadacorante.
Paraa determinaçãodasconstantescinéticas,incubou-seumaquantidadeconveniente
desoluçãodelacase(15UrnL-1)comváriasconcentraçõesdecorante,emtampãode
fosfatos50fiM, pH5,5,numvolumetotalde9rnL.
Quandonecessário,os mediadoresredox(HBT ou AV) foramadicionadosem
concentraçõesqueserãodescritascasoa caso.Usou-sesoluçãodeAV emDMF e
soluçãoaquosadeHBT preparadaconformedescritoporAnderetalo(1998).
Todosos ensaiosforamfeitosemtriplicadoe realizaram-separalelamenteensaiosde
controlo,semenzima,sobidênticascondiçõesexperimentais.
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3.3. Resultados
3.3.1.Efeitodossolventesorgânicosnaactividadedalacase versusABTS
Nenhumdossolventesusadosnesteestudoapresentouqualquerefeitoinibitóriona
actividadeda enzima,determinadacomABTS comosubstrato,nasconcentrações
usadasnosensaiosexperimentaisdedegradaçãod scorantes.
3.3.2.EfeitodaconcentraçãodeenzimanaoxidaçãodocoranteIV
Estudou-seo efeitodaconcentração(até45UmL-1)delacasenaoxidaçãodoscorantes
disazousando coranteN comomodelo.Paraumaconcentraçãoóptimadeenzimade
30UmL-1,houvediminuiçãode60,3% dacoraocomprimentodeondadeabsorção
máximaem15minutose96,2% em30minutosdereacção(Figura3-5).
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Figura3-5- EspectrosdeabsorcãodocoranteIV depoisdotratamentoc m30UmL-1
lacase.
(O intervalodetempoentreosvarrimentoséde5minutos).
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o efeitodaconcentraçãodalacasenavelocidadededescoloraçãod coranteIV
avaliadaem30minutosdereacçãoémostradan Figura3-6.
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Figura3-6- Efeitodaconcentraçãodelacasenavelocidadededescoloraçãod corante
IV
3.3.3.OxidaçãodosGarantesdisazopelalacase
As soluçõesdecorantesdisazoforamincubadascom15UmL-1deenzimaduranteuma
hora,a 600C,comagitação.Em paralelo,fizeram-sensaiosemquese adicionou
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tambémmediadorconjuntamentecoma lacase,nasconcentraçõesmaisfavoráveisà
descoloraçãodeterminadasexperimentalmente,5,7mMdeAVe 11,0mMdeHBT (ver
4.3.2.1.).
Osresultadosdedescoloraçãoobtidosparaosprimeiros15minutosdereacção(Tabela
3-1),indicamqueoscorantesI, lI, m eV nãosãosubstratosdalacase.
Os corantesI-m não apresentaramdescoloraçãoquandoensaiadosno sistema
etanol/tampãodefosfato50mM (pH 5,5)e precipitavamnosistemaDMF/tampãode
fosfato50 mM (pH 5,5),levandoa quenãofossepossívelconcluiracercada sua
degradaçãop racçãodalacasenestascondiçõesexperimentais.
O coranteV nãoédescoradopelalacaseindependentementedaconcentraçãodeenzima
usadoamenosqueempresençadeácidoviolúricocomomediador.
Dossetecorantesestudados,apenasoscorantesIV, VI eVII sãooxidadospelalacase
sozinha.
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Tabela3-1- Descoloração(%)docoranteapós15minutosdereacçãocomlacase
Lacase Lacase(15UmL-1) Lacase(15UmL-1)
Corante Àmax(nrn) (15UmL-1)
+ +
AV (5,7mM) HBT (11,0mM)
I 410 0,0 Nd 0,0
II 410 0,0 Nd 0,0
1I1 410 0,0 Nd 0,0
W 510 23,2 79,4 23,1
V 460 0,0 24,1 0,0
VI 500 55,9 70,1 69,9
VII 496 62,1 74,1 73,9
Nd-nãofoideterminadop rseverificaremprecipitações
Síntesee biotransformaçãodecorantesdisazo
OscorantesVI eVII perdemrapidamenteacor,medidaorespectivocomprimentode
ondamáximo.A Figura3-7(coranteVI) e a Figura3-8(coranteVII) ilustramquea
descoloraçãoocorresobretudonosprimeiros10minutos,commaiorvelocidadenos6
minutosiniciais.
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Figura3-7- EspectrosdeabsorçãodocoranteVI depoisdotratamentoc m15UrnL-1
lacase.
(O intervalodetempoentreosvarrimentoséde3minutos).
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Figura3-8- EspectrosdeabsorçãodocoranteVII depoisdotratamentoc m15UrnL-1
lacase.
(Ointervalodetempoentreosvarrimentoséde3minutos).
3.3.4.Efeitodapresençae concentraçãodemediadores(HBTeAT1na
descoloraçãodoscorantesdisazopelalacase
Os doismediadoresestudadoscomportaram-sed maneiradiferentenadescoloração
doscorantesdisazo.O HBT, nascondiçõesexperimentaisplicadas,nãoapresentou
qualquerefeitonaoxidaçãodocorantesIV enquantoqueo ácidoviolúricoaceleroua
reacção.O coranteV, quenãofuncionoucomosubstratodalacasesozinha,passouaser
oxidadonapresençadestesegundomediador.
A Figura3-9 apresentao comportamentod coranteIV empresençado AV. O
mediadoraceleroua reacçãodedescoloraçãodo corante,atingindonosprimeiros12
minutosdereacção,a completaremoçãodeconstituinteaocomprimentodeabsorção
máxima(510fim).
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Figura3-9-EspectrosdeabsorçãodocoranteIV depoisdotratamentoc mlacase
AV
(O intervalodetempoentrevarrimentoséde3minutos).
3.3.5.Parâmetroscinéticosdasreacçõesdeoxidaçãodecorantesdisazo
modelocomlacase
Os parâmetroscinéticosreferentesà descoloraçãodoscorantesubstratosdalacase,
semnecessidadeapresençadomediador,foramcalculadosdeacordocoma equação
deMichaelis-Menten,assumindotratarem-sed reacçõesdepseudo-primeiraordem.
NaTabela3-2apresentam-seo KmappeVmaxparaoscorantesIV, VI eVII estudados.
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Tabela3-2- ParâmetroscinéticosparaaoxidaçãodoscorantesIV, VI eVII
3.4. Discussão
Com o objectivode estudara influênciadossubstituintesnosanéisfenólicosdos
corantesdisazona suadescoloraçãopelalacase,prepararam-setecorantescom
pequenasvariaçõesestruturais,mantendoemcomuma estruturadisazoe o grupo
hidroxiloemposiçãoparaemrelaçãoàligaçãoazo.
As estruturasdestescompostosforamconfirmadasporespectroscopiadeabsorçãono
inftavermelho(FTIR Bomem,MB Series,fazendo21scans,usandoumaresoluçãode4
cm-lecorrecçãodelinhadebase)eRMN.Nosespectrosdeinftavermelhod scorantes
(Tabela3-3)observa-se,mtodoseles,umabandalargaentre3406e3463cm-ldevida
àvibraçãodealongamentod grupoOR.
Para os corantesm, IV e V é visívelum sinalquecorrespondeà vibraçãode
alongamentod grupocarbonilo,quesurgea 1658cm-Iparao coranteIV.
Nos corantescom gruposmetoxiloé visívela banda,quasesempreintensa,
característicad vibraçãodealongamentodaligaçãoC-O,queparao coranteV aparece
a 1204em-I.No entanto,nestaregião,sobrepõem-seasbandasdeabsorçãodevidasàs
vibraçõesdealongamentod sgruposulfónicos.
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Corante Kmapp(mM) Vmax(mM min-l)
IV 0,50 2,76
VI 0,60 4,05
VII 1,42 8,05
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Tabela3-3- DadosdeabsorçãoderadiaçãoInfravermelhaparaoscorantesI-VII
Corante Umax(cm-I); pastilhadeKBr (1%)
VII
I
11
111
IV
3437Qarga),2923,1598,1235,1100,853,765,684,550
3406Qarga),2921,1585,1529,1466,1441,1417,1378,1261,1086,851,766,684,552
3430(larga),1636,1488,1461,1429,1385,854,836,761,682,576
3446(rnuitolarga),2943,2871,1658,1613,1484,1444,1296,1214,1186,1039,994,
760,697,619
3449(larga),2957,2893,1657-1600Qarga),1483,1401,1341,1204(forte),1107,1036,
994,795,761,713,625,1618
3436Qarga),2936,2843,1665,1596,1544,1527,1372,1329,1259,1218,1116,1084,
1035,967,712,618
3463Qarga),2915,2853,1613,1591,1521,1494,1369,1325,1270,1196,1141,1116,
1043,973,792,779,759,672,578
v
VI
FoiaindapossívelobterosespectrosdeRMN deprotãodoscorantes,emDMSO.Desta
maneiraconfirmou-seasestruturasdestescorantes.
Na Figura3-10apresenta-seo espectrodeRMN deIR parao coranteVI. Os sinais
foramatribuídoscombasenatécnicadaduplaressonância.O sinaldevidoaoOR, que
nãoévisível,poderáaparecercomo sinalargodaágua,quesesobrepõeaossinaisdos
gruposmetoxilo.
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Figura3-10- EspectrodeRMN de1H(300MHz,DMSO-d6) docoranteVI
Desteconjuntodecompostos,oscorantesI, lI, III nãoserevelaramsubstratosdalacase,
independentementedapresençaouausênciadosmediadores(HBT eAV), Verificou-se,
contudo,a descoloraçãorápidadoscorantesIV, VI eVII comlacase.Defacto,sóos
corantessolúveisem água,que incluíamna sua estruturagrupossulfónicos,
apresentaramperdadecorporoxidaçãocomaenzima.
O coranteV, quenãoseapresentoucomosubstratodalacase,sofreuoxidaçãoquando
empresençadeenzimaeAV comomediador.
A degradaçãodecorantesazocomfungostemvindoaserestudadaporváriosautores
nos últimosanos,nomeadamentecom Phanaerochaetecrysosporium(Crippset
aI.,1990;Praszczynskyet aI. 1991;1991a;Olikkaet aI, 1993)e a descoloraçãoe
minera1izaçãoparcialdestescompostosfoi demonstrada(praszczynskyet al, 1992;
SpadaroetaI"1992).
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Praszczynskye colaboradores(1992)referiramqueo ácidosulfanílicoe corantesdo
tipo azo, com anéisfenólicose de naftaleno,eramdegradadospelosfungosP.
crysosporiume S. chromofuscus,assumindoquea posiçãodo grupohidroxiloem
relaçãoàligaçãoazoerarelevanteparaa suadegradaçãopelosfungos.
Outrosfungos,comoT. versicoloreB. adustamostrarameficiêncianadegradaçãode
algunscorantescomerciais(Heinfling,1997).Mas,todosestesestudostêmsidofeitos
usandoextractosbrutosde fungosou culturaslenhinolíticase o envolvimentode
peroxidasestem sido sugeridocomointervenientenestesprocessosdegradativos
(Spadaroet al., 1992).Estesinvestigadoresa sumiramqueos corantesazosomam
clivagempor acçãodasperoxidasesfiíngicas,formandoquinonase derivadosdo
diazenocomrupturadaligaçãoazoe formaçãodeazoto.Destaforma,prevenia-sea
formaçãodasaminasaromáticascarcinogénicas.
No sentidodeavaliaraimportânciadalacasenadegradaçãodecorantesazo,Chivukula
e Renganathan(1995)examinarama capacidadeoxidativadelacasedeP. oryzaeem
derivadosdo4-(4'-sulfofenilazo)fenol.Verificaramqueossubstratosdelacaseramos
derivadoscujoanelfenólicoeraricoemelectrões,resultadodacontribuiçãodegrupos
dadoresde electrõesdo tipo metiloe metoxilo.Assim,os derivadosdo 4-(4'-
sulfofenilazo)fenol,comgrupos2-metilo,2-metoxilo,2,6-dimetiloe 2,6-dimetoxilo
eramoxidadospelalacase nquantosquecontinhamsubstituintesm3,5nãosomam
qualqueralteração.
Seanalisarmosnossosresultados,verificamosquerazõesestruturaissemelhantesà
referidasporChivukulae Renganathan(1995)poderãoexplicara maiorfacilidadede
degradaçãodoscompostosestudadospelalacase.O corantesVI e Vil, comgrupos
metoxiloem2 e 6 nofenol,sãodegradadosmuitorapidamente,enquantocoranteV
como substituinte2-carboxiloprecisadaacçãomediadoradoAV paraseroxidado.No
entanto,o restodamoléculatambéméimportante,comoatestamosresultadosobtidos
comoscorantesIV eV comparativamente.
No casodo coranteVII, temosna moléculadoisgruposhidroxiloquepoderão
eventualmentefuncionarcomogruposalvoparaaenzima.Há referêncianaliteratura
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corantesdisazodegradadospor fungoscomgruposhidroxilicosemposiçãoortono
naftalenoemrelaçãoàligaçãoazo(paszczynskietal.,1992).
Comparandos parâmetroscinéticosparaa oxidaçãodos corantesIV, VI e Vil,
concluímosquea afinidadedaenzimadiminuidocoranteIV parao VI e aindamais
parao VII (Kmappé0,50mM,0,60mM e 1,42mMrespectivamente)enquantoaVrnax
aumentano sentidoinverso,sendo2,76mMmin-lparao coranteIV, 4,05mMmin-1
parao coranteVI e 8,05mMmin-lparao coranteVil. Estesvaloresnãopodemser
comparadoscomosdaliteratura,nãosóporqueestescorantesespecificamenteunca
foramestudadosmastambémporquea maioriados estudostem sido feitacom
sobrenadantesd culturasdefungos.
Chivukulae Renganathan(1995)usaramcorantesmonoazo,quimicamentemenos
complexosqueosnossoseo maiorvalordevelocidadedeoxidaçãoqueobtiveramfoi
703 nMmin-1mg-l.É importantereferirque estesinvestigadoresusaramlacase
parcialmentepurificada,podendooutrasenzimascomoa lenhinaperoxidaseou a
tirosinaseestarpresentes.
Os mediadoresredox,descritospelaprimeiravezpor Bourbonnaise Paice(1990),
permitemà lacasea oxidaçãodecompostosnãofenólicos,estendendoa amplitudede
substratosemqueaenzimacatalisareacçõesdeoxidação.
Paramelhoresclarecero mecanismopeloqualactuamestescompostosredoxcoma
lacase,Xu e colaboradores(2000),analisaramasinteracçõesdestescompostoscomo
N-OH nasuaestruturaemrelaçãoa algumaslacases.Observaramqueavelocidadeda
reacçãodeoxidaçãodosmediadorespelalacasedependiado potencialredoxdestes
compostosequeasreacçõesocorriamsegundoummecanismosimilaraoreferidopara
osfenóis,asfenotiazinaseasfenoxazinas.
o AV aceleroua reacçãode oxidaçãodoscorantesIV, VI e Vil e permitiuque
houvesseoxidaçãodocoranteV.
Diferençasdepotencialredoxe estabilidadepodemestarnaorigemdadiferençade
resultadosobtidoscomAV e HBT nasreacçõesde oxidaçãodoscorantesdisazo.
Contudo,a proveniênciadalacasetambémcondicionareacçãoxidativaemquea
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enzimaemediadorestãoenvolvidos(Li etal.,1999).Estefactovaidefiniranecessidade
ounãodemediadorbemcomoa suanaturezaparaquea degradaçãoenzimáticade
determinadoc mpostopossaocorrer.
Os resultadosexperimentaissubjacentesdestetrabalhorevelaramque apenasos
corantessolúveisemáguapodiamfuncionarcomosubstratosdalacase,directamenteou
napresençadomediador.É desdehámuitoconhecidofactodestetipodecompostos
estarememsoluçãoaquosanumasituaçãodeequilíbrioentreduasformas:a formaazo
e a formahidrazona(Figura3-11).Aindaquenumsistemaquosoa formahidrazona
predomine,à medidaquea formaazoé consumidanareacção,o equilíbriodesloca-se
nosentidodaformaçãodaformaazo.
< > N=N < > N=~( <-O"
1~
( ) N=N ( ) ~-N ( ( o
R
Figura3-11- Equilíbrioentreaformaazoeaformahidrazona
Assim,podemosassumirqueainteracçãocomo centroactivodaenzimaocorreatravés
deumgrupofenólico,conformedescritonaliteratura.
Poranalogiacomo mecanismopropostoporChivukulaeRenganathan,poderíamospôr
a hipótesedequecomoscorantesdiazo,ocorresseummecanismosemelhante(Figura
3-12),resultandona formaçãodeumcompostomono-azoe moléculasmenorespor
rupturadeumadasligaçõesazodamolécula.
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Figura3-12- Propostademecanismoparaadegradaçãod corantedisazopelalacase
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Estesautoresreforçama importânciano mecanismodogruposulfónicono peróxido
formado,conferindo-lheumaestabilidadeanormalemrelaçãoa outrosperóxidos.Este
factoteriaqueseranalisadomas,atercomportamentosemelhante,osgruposulfónicos
namoléculatomar-se-Íami portantesno mecanismodereacção.Assim,assumea
maior importância solubilidadedestescompostosem soluçãoaquosae por
consequênciaapresençadosgruposulfónicosnamolécula.
o presentestudodeixaemabertotodoumconjuntodehipótesesa seranalisadas
detalhadamenteemtrabalhosfuturos.O efeitodosgrupossulfónicosou,por outras
palavras,a solubilidadedestesdiazenostemqueser cuidadosamenteanalisada.O
mecanismodestesprocessosprecisadeserconfirmadocomo isolamentoeidentificação
dasestruturasdoscompostosresultantesdasreacçãodeoxidaçãodosdisazos.
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Descoloraçãodeumcoranteantraquinónicop rumaformulaçãocomlacase
4. Descoloraçãode um
formulaçãocomlacase
coranteantraquinónicopor uma
4.1. Introdução
o RBBR éumcoranteindustrialmenteimportante,queé usadofrequentementecomo
materialde partidanaproduçãodeoutroscorantespoliméricos.É umderivadodo
antracenoe representauma classeimportantede poluentesorgânicostóxicose
?
recalcitrantes(Banatetal.,1996).
A informaçãoacercadadegradaçãodoRBBR pelalacaseé escassa.Numdospoucos
estudosobreesteassunto,SchliephakeeLonergan(1996)constataramadescoloração
doRBBRnumbioreactorcomP. cinnabarinus.O corantefoiadicionadonoterceirodia
defermentaçãomasforamprecisasmaisde48horasparaobter75%dadescoloraçãod
corantenaculturafUngica.Quandousaramlacasepurificadadeculturasdofungocom
diferentesidades,obtiveramosmelhoresresultadoscomlacasepurificadadeculturas
de4 diaseprecisaramdecercade3,3horasparaobtercercade50%dedescoloração
doRBBR.
Nestetrabalhopretendeuestudar-seos factoresqueinfluenciavama actividadeda
lacasee determinarasmelhorescondiçõesquepermitiamdescolorarrapidamenteo
corante.Comestepropósitofoiusadaumaformulaçãocomercialdelacase,DeniLiteTM,
queé utilizadanaindústriatêxtilnoacabamentod s"denim"tingidoscomíndigo.Os
resultadosobtidoscom estaformulaçãoforamentãocomparadoscomos quese
obtiveramsó comlacase.Esta lacasepurafoi obtidaaplicandoum processode
extracçãoseguidode filtraçãopor gele diálise,quepermitiuseparara enzimados
demaiscomponentesda formulaçãocomercial.Excluindouma ligeiraperdade
estabilidadetérmica,a lacasepura apresentoucaracterísticassemelhantesà da
preparaçãoc mercialdeorigem,noquerespeitaperfisdetemperaturaepH.
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Naturalmente,quea relevânciadecadaumdoscomponentesdaformulaçãocomercial
foi analisado,estudando-seaindaa influênciademediadoresredoxno processode
biotransformação.
4.2. Materiaisemétodos
4.2.1.Químicos
?
HBT (N-hidroxibenzotriazole),ABTS (ácido2,2-azino-bis-(3-etilbenzatiazolina-6-
sulfónico)),AV (ácidoviolúrico),promazina(10(3(dimetilamino]propil)fenotiazina)e
surfactantes(TritonX-lOO,Tween20eBrij35)foramcompradosàSigma(S1.Lois,
USA)
RBBR (C.I.RemazolBrilliantBlueR ouC.I. ReactiveBlue19cujafórmulaestrutural
aparecereferidacomo n.o61200no ColourIndex)foi gentilmenteoferecidopela
DyeStar(portugal).
Todososprodutosquímicosforamusados,empelomenos,grauanalítico.
4.2.2.Formulaçãocomercialcomlacase
A formulaçãode lacase,DeniLiteTM,foi gentilmentecedidapelaNovo Nordisk
(Dinamarca).
Esteprodutocontémlacase,umdetergentenãoiónico,tampãode fosfatoe ácido
fenotiazina-l0-propiónicocomomediadoredox(informaçãofomecidapor Dr. Per
Hans,DirectorTécnicodaNovo Nordisk,emcomunicaçãopessoal).A lacase(EC
1.10.3.2) é produzidapor fermentaçãode espéciesde Aspergillusgeneticamente
modificados(NovoNordiskProductSheetB 917andApplicationSheetB 919).
A preparaçãoc mercialdelacasenãoésolúvelemágua.
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4.2.3.Purificaçãodalacase
Fizeram-sensaiospreliminarescomo objectivode separara enzimados demais
componentesdasuspensãoaquosadeDeniLiteTM.Combasenosresultadosobtidos,
usou-seumprocessodeextracçãocomtampãodefosfato50mM,pH5,5,contendo0,1
M deNaCI.Após24h derepousoa 5°C,isolou-sea fasemenosdensa,quecontinha
maisde90% daactividadeenzimáticatotaldeterminadausandoABTS comosubstrato.
Estafracçãofoientãosujeita umprocessodefiltraçãoporgel:2 rnLdefracçãoforam"J
eluídosnumacolunade Superdex75 (XKI6, Prep.Grad,Pharmacia).A colunafoi
previamenteequilibradacomtampãodefosfato50mM, pH 5,5.A lacasefoi eluída
usandotampãofosfatos50 mM, pH 5,5, a 5°C e comum fluxode lrnL min-l.
Recolheram-sefracções(5rnL)edeterminou-seaactividadedalacasemcadafracção.
Juntaram-seas fracçõesque apresentavamactividadenzimáticae procedeu-seà
purificaçãoereconcentraçãodaenzimatravésdeumprocessodediálise(membranade
celulose,Sigma)contratampãodefosfato,pH 5,5.A lacaseassimobtidapassaráa ser
referidanotextosimplesmentecomolacase.
A electroforeser alizadaemcondiçõesnativas(PAGE 10%)mostrouquetantoa
preparaçãodelacasecomercialcomodalacasemigramcomoumabandaúnica.
4.2.4.Determinaçãodaactividadedalacase
A actividadedalacasefoi determinadaespectrofotometricamente,medindo aumento
daabsorvânciaa420nrn,deumasoluçãodeABTS 0,5mM,emtampãodefosfato50
mM,(pH4,5)a 300C (Ander& Messner,1998).UmaIU (UnidadeInternacional)de
actividadedalacasefoi calculadacomoa formaçãodeumaJlmoledeABTS oxidada
porminuto,usandoumcoeficientedeextinçãomolarde43,2fiMI cm-l.
79
Aplicaçãodesistemasenzimáticosàdegradaçãodecorantestêxteis
Descoloraçãodeumcoranteantraquinónicop rumaformulaçãocomlacase
4.2.5.Estabilidadetérmicadalacase
As misturasreacionaisde formulaçãocomercialde lacase(CLF) ou de lacaseem
tampãodefosfato50mM,apH5,5 forampré-incubadaadiferentestemperaturas(300,
500e600C) durante100minutos.Retiraram-seamostras(0,5roL)aolongodotempo
(10 em 10 minutos)e avaliou-sea actividadenzimáticaconforme nsaiopadrão
descritoem4.2.4.A actividaderesidualfoi determinadaemrelaçãoao máximode
actividadedeterminadon instantezero. \J
4.2.6.Efeitodatemperaturanaactividadedalacase
A actividadedalacase daCLF foi determinadaconformensaiopadrãodescritoem
4.2.4masusandodiferentestemperaturasdereacção(400,500,55°,60°,65°,70°e
80°C).
4.2.7.EfeitodopH naactividadedalacase
As misturasreacionaiscontendolaccaseou CLF e tampãode fosfato-citratof ram
incubadasdurante15minutosa diferentespH (entre4,0e7,0)eaactividadedalacase
emrelaçãoao ABTS foi determinadae seguidanascondiçõespadrão,conforme
descritoem4.2.4.
4.2.8.OxidaçãodoRBBRpelalacase
A misturareaccionalparamedira descoloraçãoenzimáticadoRBBR consistenuma
soluçãoaquosadecorante(0,02gL-l), 0,3roL de soluçãodeenzima(lO UroL-1)e
tampãodefosfato50mM,pH5,5numvolumetotalde25roL.
Quandoapropriado,foi adicionadoo mediador,promazina,HBT ou AV, em
concentraçõesqueserãoespecificadasno texto.O tempodeincubaçãodasreacções,
queseráreferidocasoa caso,variouentre12minutose 2 horasa 600C.Todasas
reacçõesforamsujeitasaagitação(200rpm).
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Imediatamenteapósaadiçãode0,3rnLdasoluçãodaenzirna,curvadevarrimentoda
mistura(absorvânciaemfunçãodocomprimentodeonda),foiefectuadaeanalisados
resultadosentre350e700nm,emintervalosdetempoqueserãoespecificadosnotexto,
usandoumespectrofotómetroUnicamUV2. A monitorlzaçãodaoxidaçãodocorante
foi feitapeladiminuiçãodaabsorvânciaa 590nm,comprimentodeondadeabsorção
máximaparaoRBBR.
Nos ensaiosdestinadosa avaliaro efeitodo detergentenãoióniconaoxidaçãodo
[
RBBR comlacase,adicionou-seàmisturareaccionalcimadescrita0,002a0,010gL-l
deTritonX-1O0,0,002a 0,010gL-l deBrij 35 e 0,001a 0,004gL-l deTween20.
Mantiveram-seasdemaiscondiçõesdereacçãousadasnosensaiosdedescoloraçãod
corante.
Para a determinaçãodasconstantescinéticasincubou-sea CLF ou a lacasecom
diferentesconcentraçõesdeRBBR emtampãodefosfato50mM,pH 5,5,numvolume
totalde25rnL.
Todosos ensaiosforamfeitosemtriplicadoe realizaram-separalelamenteenSaiOS
controlo,semenzirna,sobidênticascondiçõesexperimentais.
4.3. Resultados
4.3.1.EstabilidadetérmicadalacaseeefeitodopH
A estabilidadetérmicadaCLF e dalacaseforamdeterminadasemfunçãodotempo,
usandotampãodefosfato50mM,apH5,5,atemperaturasde300,500e6ooC.
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Figura4-1- Estabilidadedaformulaçãocomercialdelacase(CLF)edalacasem
funçãodotempo
OsresultadosapresentadosnaFigura4-1mostramqueapreparaçãoc mercial30°Cé
muitoestável,nãoseobservandoqualquerperdadeactividadeaolongodotempode
ensaio.Pelocontrário,a lacaseperdecercade30%dasuaactividadeinicialdurante
umahoraa 30°C.A temperaturasmaiselevadas,50°e 60°C,adiferençaentreasduas
preparaçõesdelacaseémenosacentuada.
82
Aplicaçãodesistemasenzimáticosà degradaçãodecorantestêxteis
Descoloraçãodeumcoranteantraquinónicop rumaformulaçãocomlacase
A perdadeactividadeéparticularmenterápidanosprimeiros20minutosdeincubação,
independentementedapreparaçãoc nsiderada.
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Figura4-2- EfeitodatemperaturanaactividadedaCLF elacase
A influênciadatemperaturan actividadedalacase CLF éapresentadan Figura4-2.
Observou-seumvalormáximodeactividadea cercade60°C,querparaa lacasequer
paraapreparaçãoc mercial.
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A Figura4-3apresentaaactividader lativadaCLF edalacasemfunçãodopH,após
incubaçãodasamostrasdurante15minutos,entrepH 4,0e 7,0emsistematampãode
fosfato-citrato,seguidodadeterminaçãodaactividadedalacaseusando ensaiopadrão
(Materiaise métodos,4.2.4).Observou-seummáximodeactividadeparapH 5,5.As
curvasde variaçãoda actividademfunçãodo pH paraa lacasee a preparação
apresentaramcomportamentosemelhante.
100
o
7
3 4 4,5 5 5,5 6 6,5 7
pH
-O--laccase. . . . .CLF
Figura4-3- Efeitodapré-incubaçãoadiferentespHnaactividadedaCLF edalacase
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Combasenestesresultadosdefiniu-sequeasreacçõesenzimáticassubsequentemente
realizadasnestetrabalhocomlacaseo seriamapH5,5e60°C.
4.3.2.DescoloraçãodoRBBR
QuandosefezreagiroRBBR comapreparaçãoc mercial,CLF, contendo10UmL-1de
lacaseverificou-sequehaviaumadiminuiçãodaabsorvânciaa 590nmaolongodo
tempoassociadaà oxidaçãodo corante.Após 30minutosdéreacção,observou-seuma
descoloraçãode48,0%,sendode72,0%apósumahora(Figura4-4).
0.5e0
0.400-
1
0.100
111.3BB
ABS
0.200
111.000
40B.0 450.0 100.0
Figura4-4- EspectrosdeabsorçãododoRBBRempresençadeCLF.
Parao comprimentodeondadeabsorçãomáxima,adescoloraçãoc mpletaregistou-se
após2hdereacção,usandoumpHde5,5eumatemperaturadereacçãode60°C.
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Facea estesresultados,em quese obtevea rápidadescoloraçãodo corante,as
experiênciasseguintesforamdefinidasno sentidode estudaro efeitodosdiferentes
componentesdapreparaçãoc mercialnaremoçãodecordoRBBR.
4.3.2.1.Concentraçãodelacaseempresençaeausênciademediador
Estudou-seo efeitodaconcentraçãodeenzimanadescoloraçãod coranteaté25Uml:
1usandolacase,CLF, elacaseadicionadademediador(AVe HBT).
Nãoseobservouqualquerdescoloraçãoquandoseusoulacasesozinha.O espectrode
absorçãonoUV-VIS permaneceuinalteradoaolongodotempo,independentementeda
concentraçãodeenzimausadaoucondiçõesreacionais,pHetemperatura.
A preparaçãocomercialde lacasequecontémmediadore detergentenão iónico
mostrou-semuitoeficaznadescoloraçãod RBBR.
Na impossibilidade dispordo mediadorincluídonapreparaçãocomercial,ácido
fenotiazina-lO-propiónico,escolheram-setrêsmediadoresdisponíveisnomercadopara
estudo.
Atendendoà analogiada estruturada promazina,(1O-(3-[dimetilamino]propil)
fenotiazina)como ácidofenotiazina-lO-propiónico,avaliaram-seas potencialidades
destecompostocomomediadornareacçãodedescoloraçãod RBBR. Infelizmentenão
seobservouqualquerdescoloraçãona solução,provavelmented vidoà ausênciado
grupoN-OHnaestruturadocomposto.
O HBT foi escolhidosegundoumcritériodeeficiência(conformereferidonaliteratura
eapresentadonaRevisãobibliográfica).
Os dadosdisponíveisna literaturarelativosao AV comomediadorsão escassos
tomandointeressanteoseuestudonocontextodestetrabalho.
A Figura4-5 apresentainfluênciadaconcentraçãodaenzimanadescoloraçãodo
corantempresençadeácidofenotiazina-lO-propiónico(CLF),HBT eAv.
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Figura 4-5- EfeitodaconcentraçãodelacasenadescoloraçãodoRBBR
Usaram-seconcentraçõesde11,0mMdeHBT e 5,7mMdeAV, asconcentraçõesque
se haviamdeterminadomaiseficazessegundoensaiospréviose apresentadosem
4.3.2.2.O ácidoviolúrico(5,7mM) foi maiseficazqueosoutrosmediadores,tendo
ocorridomaisde90%dedescoloraçãoem20minutoscom10UrnL-1delacase(Figura
4-6)
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Figura4-6- EspectrosdeabsorçãodoRBBRempresençadelacase AV 5,7mM.
(Ointervalodetempoentrevarrimentoséde3minutos).
A enzimaempresençadoN-hidroxibenzotriazole(HBT, 11,0mM) descorao RBBR
maislentamentee emmenorextensãoqueempresençado Av. Por outrolado,
concentraçõesmaisaltasde mediadorforaminibitórias,eventualmented vidoa
inibiçãoda lacasepelosradicaisde HBT emexcessotal comoreferidopor Li e
colaboradores(1999).
A preparaçãocomercial,contendocomomediadorácidofenotiazina-l0-propiónico,foi
amenoseficaz:ocorreuapenas30%dedescoloraçãoem20minutosdereacção,nãose
verificandoaumentosignificativona descoloraçãopor aumentoda concentraçãoda
eIlZlma.
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4.3.2.2.Concentraçãodemediador
Estudou-seaindao efeitodaconcentraçãodeHBT (Oa27,0mM)(Figura4-7)edeAV
(Oa57,0mM)(Figura4-8)conjuntamentecoma lacase(10UmL-1).Foramefectuados
ensaiosde controlosemcorantequepermitiramcomprovarque,no intervalode
concentraçõesusado,oHBT ouo AV nãointerferemnoensaiocomABTS.
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Figura4-7-DescoloraçãodoRBBRusandolacase diferentesconcentraçõesdeHBT
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Figura 4-8-DescoloraçãodoRBBRusandolacasediferentesconcentraçõesdeAV
Nas figuras4-7 e 4-8 verifica-sequea descoloraçãoocorremaisrapidamentee em
maiorextensãocomAV quequando HBT éusadocomomediadordareacção.Além
disso,concentraçõesacimade 11,0mM de HBT revelaram-seinibitórias.Pelo
contrário,paraconcentraçõesdeAV de57,0mMháapenasumaligeirainibição(uma
diminuiçãodecercade10%novalormáximodedescoloração).
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A velocidadededescoloraçãoemfunçãodaconcentraçãodeHBT eAV éapresentado
naFigura4-9.
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Figura4-9-Variaçãodavelocidadededescoloraçãod RBBRcomaconcentraçãode
AVeHBT
A oxidaçãodoRBBR édependentedaconcentraçãodemediadoratédeterminadovalor,
aproximadamenteII mMparao HBT e5,7mMparao Av. Paraestaconcentraçãode
AV obteve-seumavelocidadededescoloraçãoduasvezes uperiordoquecomo dobro
daconcentraçãodeHBT (11,0mM).
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4.3.3.Detergentes
Para avaliara influênciana descoloraçãodo detergentepresentena preparação
comercialestudou-seo efeitode três detergentesnão iónicos,de características
químicasdiferentes,naoxidaçãodoRBBRcomlacase.Comessepropósitousou-seum
detergentedotipooctifenol(TritonX-lOO),umdetergenteipoésterdepolioxietileno
(Brij 35) e um detergentedo tipo ésterde sorbitol (Tween20), todoselesem
concentraçõesabaixodasuarespectivaconcentraçãomicelarcrítica(CMC).Osensaios
realizadoscomdetergentemostraramcomportamentosemelhanteaodareacçãosócom
corantee mediadormasalgumasdiferençasnosresultadosde descoloraçãoobtidos
(Tabela4-1).
Analisandoa percentagemde descoloraçãodo RBBR após30 minutosdereacção,
verifica-sequeo detergentenãoacentuaessadescoloraçãoe,emalgunscasos,a sua
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Tabela4-1- Efeitodossurfactantesnão-iónicosnadescoloraçãodoRBBRpelalacase
CMC(mM) Surfactante(w/v%) HBT(mM) Descoloração(%)
Controlo - 4,400 33-
9,000 59
TritonX-lOO 0,002 4,400 26
0,033 0,004 4,400
27
0,004 9,000 28
0,010 4,400 28
Tween20 0,002 4,400 30
0,033
0,004 4,400 36
0,004 9,000 37
0,010 4,400 37
Brij35 0,051
0,001 4,400 37
0,004 --OOO 51
Descoloraçãodeumcoranteantraquinónicop rumaformulaçãocomlacase
presençatraduz-semesmonumefeitoinibitório.particularmenteacentuadoparao caso
doTritonX-lOOeTween20ebaixasconcentraçõesdeHBT.
4.3.4.Comparaçãodosparâmetroscinéticosdareacçãocata/isadapela
preparaçãocomercialepela lacase
Os parâmetroscinéticosforamcalculadosde acordocoma equaçãode Michaelis-
Menten,assumindotratarem-sed reacçõescomcinéticadepseudo-primeiraordem.
Assim,usandoa preparaçãocomercialdelacaseo Krnappobtidoparaa oxidaçãodo
RBBR foide0,064mMeaVrnaxde 0,15mMmin-l.
No casodasreacçõescatalisadascomlacasee mediadores(HBT e AV). umavez
~omprovadaependênciadaconcentraçãodomediador.paracadaconcentraçãode
enzima,foi determinadaa concentraçãoóptimademediadornãolimitante.Quandose
usoua lacasecomHBT (11.0mm)o Kmappfoi iguala0.40mMe aVrnaxiguala 1.22
mMmin-1.Parao casodoAV (5,7mM)osvaloresforamde0.59mMe3.31mMmin-1
parao Kmappe a Vmaxrespectivamente.
4.3.5.EfeitodavariaçãodaconcentraçãodeHBT nosparâmetros
cinéticosdareacçãodeoxidaçãodocorante
Escolheu-separaesteestudo processomediadopeloHBT umavezqueestecomposto
claramenteprovocavainibiçãodareacçãoparaconcentraçõessuperioresa 11,OfiM.
Determinaram-seas constantescinéticas(conformecondiçõesexperimentais
especificadasem2.4.8). usandováriasconcentraçõesdeHBT (7.0fiM; 9.0mMe11.0
mM),paratentarexplicaromecanismosubjacenteaoprocessodemediação.
Na Figura4-10apresenta-searepresentaçãodeLineweaver-Burkpara aoxidaçãodo
RBBRusandoalacaseHBT emváriasconcentrações.
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Figura4-10- RepresentaçãodeLineweaver-BurkparaaoxidaçãodoRBBRusando
lacaseHBT
A representaçãográficaperspectivaumareacçãodemulti-substrato,deacordocoma
explicaçãoapresentada(Copeland,1996;Brezonik,1994),emquepossivelmenteestará
envolvidoummecanismodeping-pong.
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4.4. Discussão
A formulaçãocomercialdelacase,queparaalémdaenzima,contémtambém oléculas
de baixopesomolecular,nomeadamenteummediadorredoxe um detergentenão
iónicodenaturezanãoespecificada,revelou maestabilidadeligeiramentesuperiorem
relaçãoà lacaseisolada.Foi interessantenotarquea diferençadeestabilidadetérmica
entreas duassetomamenosmarcada temperaturasmaisaltas(acimade 60°C).
Apresentaram,no entanto,comportamentoemrelaçãoà temperaturae pH similares.
Estesresultadossugeremqueosaditivospresentesnapreparaçãoc mercialcontribuem
paraa estabilizar,tomando-aresistentenomeadamente,a pequenasvariaçõesde
temperatura,durantearmazenamentoe ransporteumavezquesetratadeumprodutoa
serusadoemambienteindustrial.
Nosensaiosrelativosàdescoloraçãod RBBRusandoapreparaçãoc mercialdelacase
(ver4.3.2),observou-sedescoloraçãorápidaecompletadocoranteaocomprimentode
absorçãomáxima(ver4.3.2).Emcontraste,a lacaseisoladasóproduzdescoloraçãon
RBBRquandoéadicionadoomediadorredox.
Os mediadoresredox,descritospelaprimeiravezporBourbonnais& Paice(1990),
permitemqueaslacasesoxidemcompostosnãofenólicos,expandindoassimagamade
substratosquepodemseroxidadospor estasenzimas.O mecanismode acçãodos
sistemaslacase-mediadortêm sido estudadosexaustivamenteem virtudedo seu
potencialdeaplicação(Bourbonnaisetal.,1995;Muheimetal.,1992,NovoNordisk,
1998;Majcherczyketal., 1999).Um exemplodistoé o conceitodelacase-mediador
parao branqueamentodapolpanaindústriado papel,querepresentaumaaplicação
biotecnológicade um processobaseadonumaúnicaenzimalenhinolítica(Call &
Mücke,1994, 1997).Ao longodosanosforamdescritosmaisde 100mediadores
redoxincluindosnovossistemasdepolioxometalato.
A verificaçãodequeainclusãodomediadoréumpré-requisitofundamentalparaquea
descoloraçãodo RBBR ocorra contrastacom os resultadosde Lonergane
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colaboradores.Os seusestudoscomculturasdeP. cinnabarinus(ScWiephakeetal.,
1993;Jonesetal.,1996)e lacasepurificadadestasculturas(Schliephake& Lonergan,
1996)mostraramquealacasesozinhapodiadescoraro RBBR.Emestudosposteriores,
usandolacasepurificada,foramprecisascercade5hparadescorar10a60%docorante,
dependendoda idadeda culturada qual a enzimatinhasido purificada.Uma
justificaçãoplausívelparaestadiscrepânciaderesultadospoderáestarnadiferençade
espéciefúngicadequeseobtevea lacase.O sistemalenhinolíticodoP. cinnabarinus
nãoéusual,falta-lhetantolenhinaperoxidasecomomanganêsperoxidaseeasualacase
pareceterumaacçãonumconjuntodesubstratosmaisalargadodoqueseriadeesperar
paralacasedefungodedegradaçãobranca(Eggertetal.,1996).Mas,poroutrolado,é
interessantenotar que um mediadornatural,o ácido 3-hidroxiantranílico,f i
identificadonestefungo(Eggertetal.,1996a).
O presentetrabalhorefereumprocessodedescoloraçãoeficiente,usandolacase AV
conjuntamente.A preparaçãocomercialde lacase,quecontémácidofenotiazina-10-
propiónicocomomediador,evelou-semenoseficaznadescoloraçãodoRBBR quea
lacaseadicionadadomediador,permitindodescorarapenascercade30%docorantem
condiçõesexperimentaisidênticas.
O ácidoviolúricopermitiudescoloraçõessuperioresàsdoHBT. Esteúltimoprovoca
inibiçãodareacçãoparaconcentraçõessuperioresa 11,0mMnascondiçõesensaiadas.
EstecomportamentopareceserdevidoaosradicaisdeHBT geradospelainteracção
comalacasequesesabemseraespéciemaisreactivanosistemal case-mediador(Call
& Mücke,1997).Devidoà suaaltareactividade,estesradicaispodemtambéminduzir
reacçõesnascadeiaslateraisdeamino-ácidosdaenzima,inactivando-a(Pfalleretal.,
1998),o quepodeexplicara inibição bservada.Pfallere colaboradores,estudarama
toxicidadedacombinaçãodelacasesfúngicase mediadoresrelativamenteaoprocesso
dedeslenhificação.De maisde6 lacasesfúngicasdiferentes,cercade metaderam
inibidasemmenorextensãopeloAV quepeloHBT, indicandotambémqueesta
inibiçãoédependentedaespéciedequeaenzimaéoriginária.
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Outrosinvestigadores(Xu,1996;Li et al., 1999)compararamlacasesfúngicasem
combinaçãocomváriosmediadoresredoxe concluíramqueo potencialredoxdas
lacasesvariadependendoafontedaenzima.Istopodecondicionarconsideravelmente
a necessidadee/oua naturezado mediadoredoxparaquea degradaçãode um
determinadoc mpostopossaocorrer.
Outrasfenoloxidases,paraalémdalacase,foramassociadascomaoxidaçãodoRBBR.
Ollikae colaboradores(1993)referemumadescoloraçãode75%doRBBRusandoum
extractobrutodo fungocomlenhinaperoxidase.No entanto,a presençadeoutros
agentescomoo álcoolveratrílicou outrasenzimaspodemtercontribuídoparaesta
descoloração.Peralta-Zamorae colaboradores(1999) referiramque a lenhina
peroxidasedeP. chrysosporiumpodedescorarcercade30%doRBBR nummL de
misturareaccional,maso "scalingup"dareacçãonãoé possíveldevidoasgrandes
quantidadesdeenzimanecessárias.
UmaRBBR oxigenaseparcialmentecaracterizada,atéhojeapenasreferidanoPleurotus
ostreatus(Vyas& Molitorys,1995;Shinet al.,1997)e maisrecentementeemIrpex
lacteus(Novotnyet al.,2000)podetambémdescorarestecorante.Em culturasde
PleurotusostreatusestaenzimaapresentaumKmentre11a 50 flM parao RBBR,
variandocoma idadedasculturas.A constantedeafinidadeaparentereferidaparaa
RBBR oxigenaseeradamesmaordemdegrandezaqueaobtidanonossotrabalhopara
a preparaçãodelacasecomercial.No entanto,areacçãof imaislenta(Vmax=0,58
flMmin-I)doqueareferidanestestudoparaalacase.
O RBBR temsidousadono "screenning"da actividadel nhinolíticade numerosos
fungos(Goldetal., 1988).No entantoháqueteremcontaqueestametodologiade
"screening"apresentalgumaslimitações.Por exemplo,Lonergane colaboradores
(1993)referiramque podemocorrerresultadosfalso negativosdependendoda
temperaturaemeiodecultivousado.Osnossosresultadossugeremqueumfungoque
tenhalacase o correspondentem diadorredoxnatural,serámaisfacilmentedetectado
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usandoRBBR comosubstratocromogé,nico,seexcluirmosa possibilidade eventual
adsorçãodocorantepelofungo.
Hatakka(1994)classificouos fungosde degradaçãobrancaem quatrogrupos
dependendoda combinaçãode fenoloxidases/oxidasesexcretadaspelo fungo.De
acordocomestaclassificação,fungosnãoprodutoresdelacase,nomeadamenteo grupo
daquelesque produz lenhina peroxidasee manganêsperoxidase,seriam
consideravelmentemaisdificeisdedetectarusandoRBBRcomosubstratoindicador,
OsresultadosdoestudocinéticousandováriasconcentraçõesdeHBT, sugeremtratar-
se de umareacçãode multi-substratoem quepossivelmenteestaráenvolvidoum
mecanismodeping-pong.Estemecanismoenvolvea ligaçãodomediadorà enzimae
transferênciadoelectrãoparaoutrocentroactivodaenzima,transferindo-odepoispara
o corante(segundosubstrato),quenãopodeligar-sedirectamenteà enzimalivre.O
mediadortemnestareacçãoo papelde transportadordoselectrõesenvolvidosno
processoredox.
Os três tipos diferentesde detergentesnão iónicosestudadosnão melhorarama
descoloraçãod RBBR.Emdeterminadoscasos,TritonX-IOOeTween20,observou-se
umefeitoinibitórioquepodeserexplicadopelainibiçãodaactividadedaenzimatal
comodescritopor Eriksson(1990).A principalfunçãodo detergentenão iónico
presentena preparaçãocomercialpareceestar,sobretudo,relacionadocom a
necessidadeestabilizaçãod produtocomercial.
98
Aplicaçãodesistemasenzimáticosàdegradaçãodecorantestêxteis
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oxidasemcompostosquinónicos
Efeitodaglucose-J-oxidaseglucose-2-oxidasemcompostosquinónicos
5. Efeitodaglucose-1-oxidaseglucose-2-oxidasemcompostos
quinónicos
Introdução5.1.
Um aspectoimportantíssimoa considerarna utilizaçãode sistemasenzimáticosna
biodegradaçãodexenobióticosdizrespeitoàssinergiasquepoderãoserdesenvolvidas
entreasváriasenzimaslenhinolíticas.
A sinergiaentreenzimaslenhinolíticasnãoé detododesconhecida.Há todoumoutro
conjuntodeenzimasqueintervémnadegradaçãodalenhina,paraalémdasperoxidases
e outrasoxidoredutasescujoefeitoconjugadodesinergiascoma lacaseé aindaum
mundodesconhecidoaexplorar.
Mas, o estudoda cooperaçãoentreenzimaspressupõea investigaçãodasuaacção
isoladaemsubstratosinteressantesdopontodevistademecanismodegradativo.
A escolhadasoxidoredutasesdosaçucares,objectodo estudodocumentadoneste
capítulo,deveu-seprincipalmenteaosaspectosqueaseguirseenunciam:
a) Seremenzimasversáteisdopontodevistadeacção,actuandoemcompostos,
nomeadamentedo tipoantraquinónicoe fenólico,quepoderãoestarpresentes
nosbanhosresiduaistêxteis,comoresultadodadegradaçãodecorantes.
b) Estaremrelacionadascomalacasemprocessosdegradativos.
c) Seremumanovaapostanodomíniotêxtilemprocessosdebranqueamento.
d) Poderemvir a fazerpartedeumcocktailenzimático,juntamentecoma lacase,
nadegradaçãodecorantestêxteis.
As oxidoredutasesdos açucaresintervêm,in vivo,emprocessosde polimerização
subsequentesa reacçõescomfenoloxidases.A cooperaçãodaglucose-l-oxidasecoma
lacasena eficiênciadosprocessosdedespolimerizaçãoda lenhinaprovocadospelos
fungosdedegradaçãobranca,nomeadamentepor Trametesversicolor,foi objectode
estudorecente(Leonowiczetal,1999).
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o factodestasenzimas,presentesnamaioriadosfungosde degradaçãobranca,
actuaremcomodadoresdeperóxidodehidrogéniotemsidoinvestigado(Eriksson,
1990;Kersten,1990;Guillénetal.,2000;Mazuiloetal.,1995).Porestarazão,oestudo
dacooperaçãodestasenzimascomasperoxidasestemvindoa serobjectodeinteresse.
Nestecontexto,aglucose-I-oxidaseéumadasenzimasquetemsidopropostaparaser
usada nos processosde preparaçãotêxtil em alternativaaos processosde
branqueamentoclássicocomutilizaçãodeprodutosquímicos(Yangetal.,2000).
A glucose-I-oxidaseé umaenzimaqueoxidapreferencialmentea glucose(Kureke
Kersten,1995).
A glucose-2-oxidase(EC 1.1.3.10)catalisa oxidaçãodaD-glucose outraspiranoses
ao níveldo segundoátomode carbonona presençade oxigénio,produzindo2-
cetoaldosesperóxidodehidrogénio(Volc& Eriksson,1988).
Estasduasoxidasestêmvindoa revelar-secapazesdeactuaremsubstânciasdiversas
dosseussubstratosnaturais,nomeadamentecompostosaromáticoscomplexos.Mas,a
glucose-2-oxidase,emcomparaçãoc maprimeira,pareceactuarnumamaiorvariedade
desubstratos,provavelmente,d vidoacaracterísticasfuncionaisaindanãoesclarecidas
(Costa-Ferreiraetal.,1997).
No presenterabalho,ainteracçãodequinonascomglucose-2-oxidase(G20)eglucose-
I-oxidase(GIO) foi estudada.A glucose-2-oxidasefoi purificadade Trametes
versicolora suaacçãocomparadacomadaglucose-I-oxidasecomercialdeAspergillus
niger.OsresultadosobtidosdemonstraramcapacidadeaG10edaG20modificarem
quinonascomestruturasquímicasdiversificadas.
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5.2. Materiaisemétodos
5.2.1.Químicos
As quinonas(Figura5-1),2,6-dicloro-4-(cloroimida)-2,5-ciclo-hexadien-l-ona(RG),
2,6-dibromoquinona-4-clorimida(Ql), 5,6-diciano-2,3-dicloro-l,4-benzoquinona(Q2),
1,8-dihidroxi-9,10-antracenodiona(Q3), 1,4-benzoquinona(Q4), Saldesódiodo2,6-
dicloroindofenol(DPIP), 2,6-dimetoxi-l,4-benzoquinona(DMQ), 3,5-di-tert-butil-o-
benzoquinona(DTBB) and2-metoxi-l,4-benzoquinona(MQ) foramoferecidaspela
Dra.MariaJoséCosta-Ferreira(INETI).
As quinonasRG (6 mg),Q4 (3,1mg)e DTBB (6,7mg)foramdissolvidasem10rnL
etanol99%;Ql (9,2mg)eQ2(6,9mg)dissolveram-senumamisturade1,0rnLetanol
99% + 9,0 rnL água;DPIP (11,5mg) dissolveu-sem 10rnLágua;Q3 (3,4 mg
dissolveu-senumamisturade1,0rnLNaOH0,5M + 9,OrnLágua;MQ (2,5mg)em
0,75rnLmetanoleDMQ (4,1mg)em2,02rnLmetanol.
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Figura 5-1- Estruturasquímicasdasquinonasestudadas
Osvaloresdeabsortividademolar(8)calculadosparaasquinonasemqueaacçãodas
enzimassemostrourelevantesãoapresentadosnaTabela5-1.
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Tabela5-1- Valoresdeabsortividademolar(E)determinadosparaasquinonas
o metanol,o etanol99%e o NaOHforamadquiridosàMerck(portugal),aDTBB e
glucose,foramadquiridosà Sigma(S1.Lois,USA). Todososprodutosquímicosforam
usadosem,pelomenos,grauanalítico.
Todasassoluçõesdequinonasforamusadosnodiaemqueforampreparadas.
5.2.2.Enzimas
A "horseradishperoxidase"foicompradaàAldrich.
A glucose-l-oxidasefoicompradaàSigma(S1.Lois,USA).
A glucose-2 oxidasefoi extraídadeT.versicolorepurificadausando métododeVolc
eEriksson(1988)modificadoconformedescritoem5.2.3.
5.2.3.PurificaçãoGlucose-2-oxidase(G20)deTrametesversicolor
o micéliocongeladodo fungofoi sujeitoaumaextracçãocomtampãodefosfato50
mM,pH6,5,homogeneizadoemUltra-Turrax(LKA-Labortecchinik)durante4minutos
e sonicado(Labsonic2000,B. Brawn)durante90 segundosa 160watts,sendo
centrifugadoeseguida12OOOg,durante20minutos,obtendo-seoextractodecélulas
livres.
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Composto Â.(nrn)(solvente) E(MI cm-I)
RG 366nrn(etanoI99%) 19156
Ql 292(etanol/água1:10) 10505
Q3 264(NaOH0,5M/água1:10) 21159
DPIP 600(água) 38400
DTBB 420(etanoI99%) 31100
MQ 386(metanol) 1704
DMQ 289(metanol) 5607
Efeitodag/ucose-J-oxidaseeg/ucose-2- oxidaseemcompostosquinónicos
A G20 extraídadeT. Versic%rfoi purificadausando métododeVolc e Eriksson
(1988).O extractocelularfoidiluídonaproporçãode1:1comtampãofosfatos50mM,
pH 6,5, contendo1,2 M de sulfatode amónioe foi aplicadonumacolunade
Butiolsepharose(pharmacia)eeluídoemgradientedecrescented sal.As tracçõescom
actividadeforamreunidase eluídasnumacolunadeSepharoseQ (pharmacia)defluxo
rápido,previamenteequilibradacomtampãodefosfatos.A G20 eluiucomo aumento
degradiente(Oa0,4M) deNaCl.
A electroforesedaenzimanativa(PAGE 10%) reveladacomnitratodepratamostrou
queaenzimapuramigroucomoumabandaúnica.
5.2.4.Determinaçãodaactividade nzimáticaeteoremproteínas
A actividadedaglucose-l-oxidase(GI0) eaglucose-2-oxidase(G20)foi determinada
como-dianisidina/horseradishperoxidase(Bergmeyer,1974).
UmalU deactividadedaoxidasefoicalculadapelaformaçãodeumaJ.U11oled produto
resultantedaoxidação(castanho)porminutousandoumcoeficientedeextinçãomolar
de83mM1em-L,
A determinaçãodeproteínasfoi feitasegundométododeLowrymodificado(Ohnishi
& Berr, 1978)usandoMicro ProteinDetermination(SigmaDiagnostics,St. Louis,
USA) comalbuminabovinacomoproteínapadrão.
5.2.5.ReduçãodasquinonaspelaGlucose-l-oxidase Glucose-2-oxidase
A misturareaccionalparaavaliaçãodacapacidader dutoradasenzimasconsistiuem
0,1rnL desoluçãodequinona(0,1mM paratodasasquinonascomexcepçãoda2-
metoxi-l,4-benzoquinona,0,12mMe 2,6-dimetoxi-l,4-benzoquinona,0,41mM),0,16
UrnL-1deenzima,0,5rnLdesoluçãodeglucose(160mM) e 50mM detampãode
fosfato,pH4,5,numvolumetotalde3rnL.
Todasasreacçõesforamincubadasa30°Catétempomáximode24horas.
Imediatamenteapósaadiçãodaenzima,fez-seovarrimentodoespectrodeabsorçãoda
misturanalisando-seosresultadosentre200e 700nmde5 em5 minutosusandoum
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espectrofotómetroUnicamUV2. A reduçãodocompostoémonitorizadapelavariação
deabsorvâncianorespectivocomprimentodeondadeabsorçãomáxima.
Todosos ensaiosforamfeitosemtriplicadoe realizaram-separalelamenteensaios
controlo,semenzima,sobidênticascondiçõesexperimentais.
5.3. Resultados
A influênciadatemperaturaedopHtinhasidopreviamenteestudadaporCosta-Ferreira
ecolaboradores(1998),tendosidodefinidatemperaturade30°Ceo pHde4,5como
ascondiçõesexperimentaismaisconvenientes.
A concentraçãodeglucoseausarnosensaiosdereduçãofoideterminadausandoDTBB
comopadrãoe assumidaparatodososoutroscompostosestudados.Osmotivosdesta
esscolhaprenderam-secomo factodeexistiremestudosprévioseemcursopelogrupo
de investigaçãolideradopelaDr. MariaJoséCostaFerreira(INETI) (nãoincluídos
nestestudo)comessecompostoaindaqueusandoenzimasdiferentes.
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5.3.1.EfeitodaconcentraçãodeglucoseedeenzimanareduçãodaDTBB
100 200 300 400
Glucose(mM)
Figura5-2- EfeitodaconcentraçãodeglucosenareduçãodaDTBB medidatravésda
percentagemdedescoloração
Fez-sevariara concentraçãode glucosede 0,0 a 340,0mM na misturareaccional
(conformedescritoem5.2.5)eavaliou-seo efeitodestavariaçãonareduçãodaDTBB.
Os resultadosapresentadosnaFigura5-2 mostramquea reacçãoé dependenteda
presençae concentraçãodeglucose.A melhorconcentraçãodeglucose,nascondições
reacionaisensaiadas,foi 160,0mM.Acimadestaconcentração,parecehaverinibição.
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Figura5-3- EfeitodaconcentraçãodeG10eG20nareduçãodaDTBB
O efeitodaconcentraçãodeenzimanareduçãodaDTBB foi estudadousandoaté2
UrnL-1deG10 ouaté1UrnL-1deG20(Figura5-3).O usodetãobaixasconcentrações
deenzimajustifica-sepelaaltavelocidadeapresentadaporestasreacções.
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5.3.2.Efeitodotratamentoenzimáticonosespectrosdeabsorçãodas
quinonas
A acçãodaG10 edaG20namodificaçãodasquinonasfoicomparativamenteavaliado
pelasvariaçõesdeabsorvânciaregistadasentre200-700nm.
Os espectrosdeabsorçãodasquinonasQ2eQ4nãoregistaramqualqueralteraçãoem
24horasdeensaio,independentementedaconcentraçãoetipodeenzimausada(GIO
ouG20).
A DPIP foi completamenter duzidapelas duas enzimasmas a velocidade
significativamentedif rente,comoseobservanaFigura5-4eFigura5-5.
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Figura5-4- EspectrosdeabsorçãodoDPIP depoisdotratamentoc mG20.
(O intervalodetempoentrevarrimentoséde5minutos).
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Figura5-5- EspectrosdeabsorçãodoDPIP depoisdotratamentoc mG10.
(O intervalodetempoentrevarrimentoséde5minutos).
As quinonasRG, Q1 e Q3, sofremvariaçõesno espectroapenasnosprimeiros10
minutosdereacção.EssasalteraçõessãorápidasnocasodaRG (Figura5-6)enaFigura
5-7)eQ1(Figura5-8enaFigura5-9)eapenasligeirasparaaQ3.
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Figura 5-6- EspectrosdeabsorçãodoRG depoisdotratamentocomG10.
(O intervalodetempoentrevarrimentoséde5 minutos).
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Figura 5-7-EspectrosdeabsorçãodoRG depoisdotratamentocomG20.
(O intervalodetempoentrevarrimentoséde5minutos).
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Figura5-8- EspectrosdeabsorçãodoQl depoisdotratamentoc mGIO.
(O intervalodetempoentrevarrimentoséde5minutos).
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Figura5-9- EspectrosdeabsorçãodoQl depoisdotratamentoc mG20.
(O intervalodetempoentrevarrimentoséde5minutos).
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A reduçãodaMQ é completae rápidacoma G20 (Figura5-10)o quenãoacontece
quandoareacçãoécatalisadapelaG10( Figura5-11)
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Figura5-10-EspectrosdeabsorçãodoMQ depoisdotratamentoc mG20,
(O intervalodetempoentrevarrimentoséde5minutos).
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Figura5-11-EspectrosdeabsorçãodoMQ depoisdotratamentoc mGIO.
(O intervalodetempoentrevarrimentoséde5minutos).
Os nossosensaiosapresentamumaalteraçãomuitoligeiradaDMQ coma G20 e são
precisas24horasparaqueissoaconteça.NareacçãocatalisadapelaGIO nãoseregista
qualqueralteraçãonascondiçõesensaiadas.
AsTabelas5-2e5-3resumemosresultadosbtidosparaasquinonasensaiadas.
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Tabela5-2- Intervalodetempoemqueseverificaramalteraçõesnasquinonas
Combasenos resultadosobtidosna determinaçãode proteínas(37 mgL-Iparaa
Glucose-1-oxidase170mgL-IparaaGlucose-2-oxidase)enasreduçõesdeabsorçãoao
comprimentodeondamáximoparacadaquinona,calculou-seareduçãomáximaobtida
paracadacaso,emJ.lmolesde quinona,por unidadedetempo(min)e por mgde
proteína(Tabela5-3).
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Quinona Intervalodetempo(min)b
GIO G20
RG 10 10
Q1 10 10
Q3 10 10
DPIP 210 20
DTBB 180 90
MQ 180 10
DMQ >24h >24h
b Reduçãomáximacalculadaemcondiçõesidênticasparaasduasenzimas
Efeitodaglucose-J-oxidaseglucose-2-oxidasemcompostosquinónicos
Tabela5-3- Reduçãomáximadasquinonas
Reduçãomáximac (Jlmolesmin-lmg-lproteína)
c Reduçãomáximacalculadaemcondiçõesidênticasparaasduasenzimas
5.4. Discussão
As quinonasãonormalmenter duzidasa hidroquinonasquandoemcontactocom
extractosdefungos(Guillénetal,2000).Essasreacçõesdependemdaespéciedefungo
emquestãoe sãoinfluenciadaspelascondiçõesambientais(pH e a temperatura),mas
outrosfactorescomoaestruturaquímicadosubstratoquinónico,noquedizrespeitoao
númeroe posiçãode substituintesou o potencialredoxtambéminfluenciama sua
extensão.
As oxidoredutasesdosaçucarespodemserproduzidasemlargaescalaetêmvindoaser
propostasparaprevenira polimerizaçãode compostosradicalaresmuitoreactivos
resultantesdaoxidaçãopelasfenoloxidases(comoa lacase).Estaideiasurgedofacto
de queestasenzimasparecemintervirna regulaçãoda lacasee deperoxidases"in
vivo",reduzindos radicaisfenoxiloformadose diminuindoa repolimerizaçãod s
fenóisformadosnadegradação
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Quinona GI0 G20
RG 2,20 2,26
Ql 0,89 0,75
Q3 0,31 0,14
DPIP 0,19 3,50
DTBB 0,18 0,63
MQ 0,37 2,30
DMQ 0,00 0,00
Efeitodaglucose-J-oxidaseglucose-2-oxidasemcompostosquinónicos
A interacçãodaG20comalacase(Figura5-12)poderáserdomesmotipoquea
cooperaçãodasCDH/CBQ(CelobiosedesidrogenaselC lobiose:quinona1-
oxidoredutase)comalacase,referidaporAnder(1994).
Glucose
Lactona
Quinona
RadicalFenoxilo
H20
G20
Fenois
Lacase
O2
Figura5-12- MecanismodeacçãodaG20elacasenaoxidação-reduçãodosfenóis
Note-sequeestemecanismonãoexcluía participaçãopossíveldeoutrasredutases,
comofoidescritoporBrockecolaboradores(1995).
Hámuitoqueseconhecea reduçãododi-cloroindofenolpelaglucose-1-oxidase.Mais
recentemente,Costa-Ferreiraet alo(1997)mostrarama reduçãodestecompostopela
G20 dePolyporusobtususe Trametesversicolor,referindodiferençasnotáveisentre
estaenzimae aGI O de A. niger.Os nossosresultadoscorroboramos desses
investigadoresnamedidaemquedemonstramo diferentecomportamentodasvárias
quinonasestudadasconformesãosujeitasàacçãodaG10edaG20.
A DTBB, usadacomosubstratonadeterminaçãodaactividadedaCDH porAndere
Eriksson(1977)e desdeentãotfequentementeu ilizada,foi tambémcompletamente
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reduzidapelasduasenzimasmasa velocidadede reduçãofoi significativamente
diferente,0,18!J.molesmin-lpormgdeproteínanocasodaG10 e 0,63!J.molesmin-l
pormgdeproteínanocasodaG20.
As quinonascomum átomode azotosubstituíndoo oxigénio,RG, Q1 e DPIP,
apresentamresultadosmenosprevisíveisseconsiderarmosa uareactividader lativa.A
Q1, atendendoao factode terna suamoléculasubstituintesmaiselectronegativos,
deveriasermaisfacilmenter duzidaquea RG. Contudo,essefactonãoseconfirma
combasenospresentesresultadosexperimentais.Nascondiçõesreacionaisusadas,a
RG foi aquinonaquemaisalteraçõesregistou.A DPIP apresentou,noentanto,amaior
diferençadestegrupodequinonasno querespeitaà acçãorelativadasduasenzimas
estudadas,cercademais18vezesdesubstratoransformadop racçãodaG20.
No casodasp-quinonasestudadas,Q2,Q4,DMQ eMQ, apenasasqueapresentavam
substituintesdo tipo metoxilo,na suaestruturaquímica,DMQ e MQ, sofreram
alteraçõesporacçãodasenzimas.Essaacçãofoimaisintensaparao casodaG20 mas
as duas enzimasprovocarammaior alteraçãono compostomono-substituído.
Assumindoqueasquinonastêmigualapetênciaparao centroactivodasenzimas,erade
preverquea MQ fossemaisfacilmenter dutívelqueaDMQ umavezqueo aumento
degruposdadoresdeelectrões,dotipometoxilo,tomammaisdificilaredução.Assim,
dopontodevistaquímico,aDMQ émenosreactivaqueaMQ.
A reduçãodaMQ écompletaerápidacomaG20:2,3!J.molesdecompostoMQ min-l
mg-ldeproteínasãomodificadosquandoareacçãoécatalisadaporestaenzima.
MasnocasodaGIO, areacçãoémuitomaislenta,0,37!J.molesmin-lrog-ldeproteína
Ander(1996)verificouqueaMQ somareduçãorápidapelaCDHmaisCBQ(Vrnax166;
Km,app1O0!J.M;Kcat1,890s-l),àsemelhançadoquehaviasidopreviamentepropostopor
WestmarkeEriksson(1974).Masparao casodaDMQ verificaramumareduçãomuito
maislenta(Vrnax46,5;Km,app200llM; Kcat528s.l).
Sabe-sequeconcentraçõesdecercade 10pM deDMQ sãosuficientesparainibir
enzimascomoaslacasesdePhlebiaradiataeCoriolusversic%rem50%(Rogalskiet
al.,1995)eemboraAnder(1996)verificasseque0,41mMdeDMQ nãoinibiaaCDH,
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nadasesabeacercado queacontecea esserespeitocomaGI O ou a G20. Poderá
sucederumainibiçãodasenzimasprovocadapelaconcentraçãodeDMQ.
Paraalémdosmotivosestruturaisatrásanalisadose daconsideraçãodefactoresde
selectividadenzimática,não podemosterminaresta análisesem referir a
reversibilidadestesprocessosdeoxidação-reduçãoquenãofoiobjectodestestudo.
No entanto,os resultadosaquiapresentadossugeremqueasGlucose-l-oxidasee a
Glucose-2-oxidasepoderãosercatalisadoresdadegradaçãodecompostosresultantesda
metabolizaçãodecorantesououtrosxenobióticos,nomeadamentequinonasmetoxiladas
enitroquinonas.
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o DeniLiteTM,umapreparaçãocomercialcontendolacase usadaindustrialmentepara
acabamentodejeanstingidoscomíndigo,descorao RBBR demaneiraeficaz.Quando
se fez reagiro RBBR coma preparaçãocomercialcontendo10UmL-1de lacase,
observa-seumadescoloraçãoc mpletaocomprimentodeondadeabsorçãomáximo,
apósduashorasapH5,5eaumatemperaturade60°C.
Procedeu-se,entãoao isolamentoe purificaçãoda lacaseavaliandode seguidaa
estabilidadee comportamentorelativamenteaopH etemperaturad enzimaisolada.O
estudodeestabilidadecomprovoumaperdadeestabilidadetérmicadecercade30%a
30°C,comparativamentecoma preparaçãocomercial.Estadiferençatomava-semenos
acentuada(inferiora 10%)paratemperaturassuperiores(500Ce60°C).O seuperfilde
pH etemperatura,noentanto,ésemelhante,comummáximodeactividadeapH 5,5e
60°C.Mas,verificou-sequeaenzimaisoladanãotinhaqualqueracçãonadescoloração
doRBBR. Essefactodeterminouo estudodainfluênciadosdemaiscomponentesda
preparaçãoc mercial:o detergentenãoiónicoeomediador.
Emvirtudedenãoseconhecero detergenteincluídonapreparaçãoc mercial,analisou-
seentãoa interferêncian reacçãoenzimáticadedescoloraçãod RBBR comalacase
pura de três detergentesnão iónicosde característicasquímicasdiferentes:um
detergentedotipooctifenol(TritonX-tOO),umdetergenteipoésterdepolioxietileno
(Brij 35) e um detergentedo tipo ésterde sorbitol(Tween20), todoselesem
concentraçõesabaixoda sua respectivaconcentraçãomicelarcrítica(CMC). Os
resultadosdestesensaiosrevelarama nãointerferênciadestescompostosna reacção
catalisadapelaenzima,levandoaadmitirqueasuapresençanapreparaçãoc mercialse
deva,sobretudo,à necessidadeestabilizaçãod produtoe cumprirosrequisitosde
conservaçãoearmazenamentoecessáriosaumasubstânciap rausoindustrial.
Em contrastecomos resultadosdo estudoda influênciado detergente,o uso de
mediadorassociadoà lacaserevelou-seumrequisitoabsolutoparaquea descoloração
docoranteocorra.
O resultadodosensaioscomos diferentesmediadores,atestarama importânciada
naturezado mediadornesteprocesso.A promazina,escolhidapela semelhança
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estruturalcomo ácidofenotiazina-10-propiónicoin luídonoDeniLiteTMnãorevelou
qualquereficácianamediaçãodareacçãodedescoloraçãod corante.
No entanto,o ácidoviolúricomostrouser,dosmediadoresestudados,aqueleque
provocavamenorefeitoinibitóriopor concentração,na descoloraçãodo composto
antraquinónico.
o N-hidroxibenzotriazole,aindaque revelandoeficáciacomomediador,provocou
marcadoefeitoinibitórioparaconcentraçõesacimade 11,0mM (nascondições
experimentaisusadas).
Do trabalhoexperimentalatéaquinunciadodecorreaconclusãodequeoDeniLiteTMé
umpreparadocomercialqueincluíumalacaserobustae capazdedescoraro RBBR e
eventualmenteoutroscompostosdomesmotipo.
Por suavez,a comparaçãodasconstantescatalíticasdeterminadasneste studocomas
descritasna literaturaparadescoloraçãodo RBBR, sugerequea lacaseusadano
presentestudoé maiseficientequeoutrasenzimasreferidasnaliteraturadesdequeo
mediadorestejapresente.
A extensãodoestudoaoutroscorantestêxteis,dotipodisazocomhidroxiloemposição
paraemrelaçãoàligaçãoazo,permitiuconstatarqueestalacasepodetambémdescorar
estescompostose semnecessidade mediador.Assumecontudo,umaimportância
determinanteo tipodesubstituíntesnosanéisbenzénicosdo corante.Derivadoscom
gruposdadoresde electrõesno anelfenólico,comoos gruposmetoxiloe meti/o,
potenciamaacçãodalacase,podendomarcaradiferençaentreseremounãosubstratos
daenzima.
Apenasos corantesolúveisemáguaparecempoderfuncionarcomosubstratosda
lacaseper seou commediadorassociado.Carecedeinvestigaçãoa importânciados
grupossulfónicosnamoléculadecoranteno mecanismodebiotransformaçãodestes
compostos.
A adiçãodecompostoscomoo ácidoviolúricopodeemcasosemquea enzimanão
actuasozinha,alargaro espectrode acçãodo catalisador,comocomprovaramos
resultadosobtidosparao casodocoranteV.
À semelhançadoqueaconteceparao casodocoranteantraquinónico,nãoéindiferente
o tipodemediadorusadonoprocessoenzimáticodedescoloração.Enquantoapresença
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do AV acelerouas reacçõesde descoloraçãodestescompostose permitiuque
ocorressememcasosemquea lacasesozinhanãoapresentavaqualquerefeito,o HBT
nãoteveomesmoefeitomediadornestesprocessos.
Há todoum"universo"deenzimasa serestudadodopontodevistadeaplicaçãoà
degradaçãodecorantestêxteise seusderivadospresentesnosefluentes.Escolhemos
iniciaresteestudousandoas "oxidoredutasesdos açucares".Estudosdescritosna
literaturatestama possibilidadedestasinterviremcomoreguladoresdeprocessosde
oxidação-redução"invivo"
Os ensaiosrealizadoscomquinonasdeestruturamoleculardiferenciada,comprovama
acçãodestasenzimasnamodificaçãodestescompostos.Nestasreacções,asquinonas
são,provavelmente,r duzidasa hidroquinonasem reacçõesquedependem,entre
outros,do númeroe posiçãode substituíntesnoscompostosquinónicos.O estudo
comparativodaacçãodaG20 deTrametesversicolorcomaGI O deAspergillusniger
apresentadiferençasemtermosdeespecificidadesubstratonouniversodequinonas
estudado,apresentandoa primeira,acçãonumconjuntomaisamplodecompostos.Há
aindadiferençasemrelaçãoàvelocidadereacçãoparacadaumadasquinonas.Estas
diferençasnãopodem,contudo,serexplicadasexclusivamentecombasenasdiferenças
químicase estruturaisdoscompostos.Questõesdeselectividadeenzimáticaterãoque
serlevadasemconsideração.
A quantidadedeenzimanecessárianestesprocessosépequena,0,16U rnL-Icatalisam
até3,50:molesde substratoquinónicopor minutoe por proteína.No entanto,a
obrigatoriedadepresençadaglucosemconcentraçõesapreciáveis(umvaloróptimo
de 160mM) é umaspectomenospositivoa consideraremtermosde aplicaçãoà
degradaçãodecorantestêxteis.
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7. Perspectivasfuturas
Nestetrabalhoiniciou-sea investigaçãodaacçãodeenzimascomoa lacaseou as
glucoseoxidasesnadegradaçãodecorantestêxteis,seuspercursoresouprodutosde
degradação.
Porcadaproblemaresolvidosurgetodoumconjuntodenovasquestões,deaspectosde
investigaçãointeressantesqueurgemesclarecer,parasepossamaplicarnaprática
estes istemas.Osmecanismosenvolvidosemcadaumadasreacçõesaquesealudiuna
tesesãoalgunsdessesaspectos.Paraisso,háqueisolare caracterizaroscompostos
resultantesdestas complexasreacçõesenzimáticas.As técnicas hifenadas,
cromatográficase espectroscópicas(HPLC, espectroscopiademassa,FTIR e RMN)
serãoobrigatoriamenteo suporteanalíticoparaseatingiresteobjectivoemquese
começoujá ainvestirtrabalho.
O alargamentod estudoaoutroscompostos,quercorantesquermediadoresseráoutra
dasviasa explorar.É fundamentaldefinir,tão exaustivamentequantopossível,as
relaçõesestruturaquímica-actividadedasenzimas,deformaaprevero comportamento
destesprocessosenzimáticose poderavançarnosentidodoseudimensionamentoem
maislargaescala.
Outroaspectoimportantíssimodizrespeitoàssinergiasquepoderãoserdesenvolvidas
entrealacase asoutrasenzimas.Nanatureza,lacasenãoactuasó.Defacto,in vivo,
requeroutrasenzimasnosprocessoscomplexosemqueintervém.Há todoumoutro
conjuntodeenzimas,paraalémdasperoxidasese outrasoxidoredutasescujoefeito
conjugadodesinergiascoma lacaseéaindaummundodesconhecidoaexplorarnestes
processosdebiodegradação.A VAO (veratrilálcooloxidase)poderáserumaoutra
opçãoumavez quese sabequeactuasinergicamentecoma lacaseprevenindoa
polimerizaçãod sradicaisfenoxiloformados.O estudodacooperaçãoentrea lacase
asglucoseoxidasesfoijá iniciado.
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Esteaspectodacooperaçãoentreenzimaspoderá,eventualmente,traduzir-senaacção
sobresubstratosdiferentes,de quefoi exemplo estudocomas glucoseoxidases
apresentadonestetrabalhoou optimizaçãoda acçãoenzimática,por exemplo,na
remoçãodeeventuaisnibidores.Muitoháa estudaracercadeeventuaisnibiçõespor
partedeoutrosprodutosresultantesdoprocessamentotêxtilepresentesnosefluentes
descarregados.
Umaoutraáreaapaixonanteéa daimobilizaçãodestescatalisadores.A rentabilizaçãoe
aplicaçãopráticadestesprocessosdependeobrigatoriamenteda possibilidadede se
poderemreutilizaras enzimas.O desenvolvimentode técnicasque permitama
imobilizaçãoquímicadestasenzimas,emperdadasuaactividadecatalíticapermitiráa
implementaçãopráticadestesprocessos.
Não foi objectivodestetrabalho estudodatoxicidadedestesprocessos.Aindaque
conscientesda premênciadesseaspectomasrealistasna disponibilidade tempo,
considerou-sequeesseassuntoteráqueserremetidoparatrabalhosfuturos.
E assimcomeça história....
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ANEXO I
PreparaçãodoscorantesI-Ill
Arrefeceu-seumamisturadep-aminobenzidina(3,94g,0,02moles)emágua(40~) e
HCI concentrado(35%, 6 rnL) a 5°C(banhodegelo/acetona)e adicionou-seuma
soluçãodeNaNO25N(4rnL).
Deixou-semagitaçãoatéa diazotaçãoterminar(confirmou-secompapeldeamido-
iodeto),cercade30minutos.
A umamisturadocomponented acoplamento(3-metilfenol,2 5-dimetilfenolouácido
3-aminobenzenossulfónico,0,02moles)emágua(30rnL)juntou-seNaOHparamanter
o pHentre8-9.Arrefeceu-seasoluçãoresultantea5°C eadicionou-se-Ihelentamentea
soluçãodosaldediazónio.Manteve-seatemperaturaentre5a lOoCeopHa8.
Quandoterminoua reacçãodeacoplamentoadicionou-seHCI concentrado(35%) até
pH 7. Filtrou-seo corantequeprecipitou,lavou-secomáguadestiladae secou-sea
800C.O produtofoiobtidocomgraudepurezasuperiora95%.
PreparaçãodoscorantesIV
Arrefeceu-seumamisturadeácido3-aminobenzenossulfónico(3,46g, 0,02moles)em
água(40rnL) e HCI concentrado(35%, 6 rnL) a 5°C(banhode gelo/acetona)e
adicionou-seumasoluçãodeNaNO25N(4rnL).
Deixou-semagitaçãoatéa diazotaçãoterminar(confirmou-secompapeldeamido-
iodeto),cercade15minutos.
Arrefeceu-seumamisturade 1-naftilamina(2,86g, 0,02moles)emágua(30rnL)e
HCI concentrado(35%,2,1 rnL) a 5°C e adicionou-sel ntamentea soluçãodo
compostodiazónio.Juntou-sede CH3COONa5N paramantero pH entre4 e 5.
Manteve-seasoluçãoresultanteàtemperaturaambientecomagitaçãodurante6horas.
Quandoterminouareacçãodeacoplamentofiltrou-seo corantemonoazoqueprecipitou
poradiçãodeNaCI(15g),lavou-secomáguadestiladae secou-sea800C.O produto
foiobtidocomgraudepurezasuperiora85%.
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Arrefeceu-seumamisturadocorantemonoazo(3,27g,0,01moles)emágua(30roL)e
HCI concentrado(35%,3,1roL) a 5°C(banhodegelo/acetona)e adicionou-seuma
soluçãodeNaNO25N(2roL).
Deixou-semagitaçãoatéa diazotaçãoterminar(confirmou-secompapeldeami{io-
iodeto),cercade2horas.
Arrefeceu-seumamisturadeácidosalicílico(1,38g, 0,01moles)emágua(20roL)e
NaOH5N(4roL)a5°C(banhodegelo/acetona)eadicionou-sel ntamenteasoluçãode
diazónio.Manteve-seopHa8.
Quandoterminouareacçãodeacoplamentoadicionou-seHCI concentrado(35%)para
baixaro pH para3. Filtrou-seo corantequeprecipitouporadiçãodeNaCI(10g),
lavou-secomáguadestiladae secou-sea 800C.O produtofoi obtidocomgraude
purezasuperiora80%.
PreparaçãodoscorantesV-VII
Arrefeceu-seumamisturadocorantemonoazo«A) ou(B),Figura3-4)(0,02moles)em
água(80roL) e HCI concentrado(35%, 5 roL) a 5°C(banhodegelo/acetona)e
adicionou-seumasoluçãodeNaNO25N(4roL).
Deixou-seemagitaçãoforteatéa diazotaçãoterminar(confirmou-secompapelde
amido-iodeto),cercade1horas.
A umasoluçãodecomponented acoplamentofenólico(0,02moles)emágua(50roL)
juntou-seNaOHparamantero pH a 8. Arrefeceu-sea soluçãoresultantea 5°C e
adicionou-se-lheentamenteasoluçãodosaldediazónio.
Quandoterminoua reacçãode acoplamento(10minutos)filtrou-seo coranteque
precipitouporadiçãodeNaCI(25g),lavou-secomáguadestiladaesecou-sea800C.O
produtofoiobtidocomgraudepurezasuperiora80%.
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